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1  JOHDANTO 
 
Jänniteherkät natriumkanavat ovat tärkeä osa elimistön viestijärjestelmää, koska Na
+
-
ionit vastaavat aktiopotentiaalien etenemisestä hermosoluissa ja muissa sähköisesti 
aktiivisissa soluissa (Hodgkin ja Huxley 1952). Jänniteherkkien natriumkanavien 
epänormaali aktiivisuus onkin yhdistetty useisiin sairauksiin, kuten epilepsiaan ja 
krooniseen kipuun (Meisler ja Kearney 2005; Fertleman ym. 2006). Molemmat 
sairaudet ovat maailmanlaajuisesti merkittäviä. 
 
Jänniteherkät natriumkanavat ovat solukalvon läpäiseviä proteiineja, joiden α-
alayksikkö muodostaa solukalvon läpäisevän huokosen (Catteral 2000). α-alayksiköiden 
isoformeja tunnetaan yhdeksän, ja niiden esiintyvyys eri kudoksissa vaihtelee (Catteral 
ym. 2005). Isoformien rakenteiden erilaisuus mahdollistaa selektiivisten 
natriumkanavien salpaajien kehittämisen, jolloin lääkevaikutus pystyttäisiin 
kohdentamaan hoidettavan sairauden kannalta oikeaan kudokseen. Lisäksi eri 
isoformien on havaittu olevan osallisia sairauden syntymisessä tai sen oireiden 
muodostumisessa sekä lievittämisessä (Lai ym. 2002; Meisler ja Kearney 2005). 
 
Klatrodiini on Karibianmeressä elävästä merisienestä, Agelas clathrodesista, eristetty 
alkaloidi (Morales ja Rodriguez 1991). Bioaktiivisuuskokeissa sen on todettu muuttavan 
jänniteherkkien natriumkanavien toimintaa (Rivera Rentas ym. 1995). Kyseisen 
vaikutuksen takia haluttiin syntetisoida uudenlaisia klatrodiinin analogeja ja tutkia 
rakenteen muutosten vaikutusta biologiseen aktiivisuuteen. 
 
Tutkimus on osa Euroopan Unionin rahoittamaa MAREX-projektia (Exploring Marine 
Resources for Bioactive Compounds: From Discovery to Sustainable Production and 
Industrial Applications), jonka tavoitteena on löytää merien organismeista uusia 
bioaktiivisia yhdisteitä (MAREX 2012). Aktiiviset yhdisteet pyritään syntetisoimaan ja 
tekemään niistä uusia parempia johdannaisia, jotka voisivat johtaa teolliseen 





2  JÄNNITEHERKÄT NATRIUMKANAVAT 
LÄÄKEVAIKUTUSKOHTEINA 
 
2.1  Jänniteherkkien natriumkanavien rakenne ja toiminta 
 
Jänniteherkät natriumkanavat ovat solukalvon läpäiseviä proteiineja, joilla on tärkeä 
rooli elimistön sähköisessä viestinnässä (Catterall 2000). Ne muodostuvat noin 260 
kDa:n kokoisesta α-alayksiköstä, joka pystyy yksin muodostamaan ioneja kuljettavan 
kanavan, mutta niiden säätelyyn voivat osallistua myös pienet (33‒45 kDa) β-
alayksiköt. α-alayksikkö jakaantuu neljään toistuvaan alueeseen (DI‒DIV) (Kuva 1). 
Jokaisessa alueessa on kuusi solukalvon läpäisevää segmenttiä (SI‒S6). Alueiden I‒IV 
segmentit 5 ja 6 muodostavat huokosen solukalvon läpi. Pääosin solun ulkopuolella 
sijaitsevia S5:n ja S6:n välisiä osia kutsutaan P-silmukoiksi (SS1‒SS2), ja ne vastaavat 
kanavan selektiivisyydestä Na
+
-ioneille (Heinemann ym. 1992). Kanavan 
jännitesensorina toimivat jokaisen alueen neljännet segmentit, joissa on noin joka 
kolmannessa asemassa positiivisesti varautunut aminohappo (lysiini tai arginiini). 
Näiden väliset alueet ovat pääosin varauksettomia, jolloin segmenttien kokonaisvaraus 
on positiivinen (Stühmer ym. 1989). Kanavan inaktivoitumisesta vastaa solun sisällä 




-ionit vastaavat aktiopotentiaalien etenemisestä hermosoluissa ja muissa sähköisesti 
aktiivisissa soluissa (Hodgkin ja Huxley 1952). Solukalvon depolarisoituminen 
vaikuttaa jänniteherkän natriumkanavan α-alayksikön S4-osaan, jolloin kanavan 
konformaatio muuttuu ja Na
+
-ioneja pääsee virtaamaan solun sisään (Catteral 2000). 
Depolarisaation pitkittyessä inaktivaatiosta vastaavan osan konformaatio muuttuu, 
jolloin se estää Na
+
-ionien sisäänvirtauksen. Inaktivaatio kestää muutaman 





Kuva 1. Jänniteherkän natriumkanavan α-alayksikön rakenne (mukailtu lähteestä Yu ja 
Catteral 2004). 
 
Monissa neuroneissa jänniteherkkien natriumkanavien inaktivoituminen ei aiheuta 
kuitenkaan täydellistä Na
+
-ionien kulkeutumisen loppumista (Magistretti ym. 1999; 
Stafstrom 2007). Tämä johtaa pysyvään ionivirtaukseen, INaP. Aivojen neuroneissa 
pysyvä ionien kulkeutumien kanavan läpi on tavallisesti alle yksi prosentti 
maksimaalisesta kapasiteetista. Tällä on vaikutusta muun muassa kalvojännitteisiin, 
minkä takia pienetkin muutokset INaP:ssa voivat merkittävästi vaikuttaa jänniteherkkään 
toimintaan natriumkanavissa. Neurologisissa sairauksissa, kuten epilepsiassa, 
hermosolujen liika-aktiivisuus on yhdistetty INaP:n suurentumiseen.  
 
α-alayksiköiden isoformeja tunnetaan yhdeksän ja β-alayksiköitä vastaavasti neljä 
(Catterall ym. 2005). α-alayksiköiden isoformit on nimetty Nav1.1‒Nav1.9, joita 
koodaavat geenit SCN1A‒SCN5A ja SCN8A‒SCN11A. SCN6A/SCN7A-geenit 
puolestaan koodaavat proteiinia, Nax, joka saattaa vaikuttaa Na
+
-ionien homeostaasiin. 
α-alayksiköiden isoformien esiintyvyys eri kudoksissa vaihtelee. Keskushermostossa 
esiintyy pääasiassa isoformeja Nav1.1, Nav1.2, Nav1.3 ja Nav1.6, kun taas perifeerisessä 
hermostossa (spinaaliganglioissa) ilmentyy Nav1.7, Nav1.8 ja Nav1.9. Luustolihaksissa 




Aminohappokoostumus on yli 50-prosenttisesti identtinen eri isoformien välillä 
(Catterall ym. 2005). Isoformit voidaan jaotella aminohappokoostumuksensa perusteella 
ryhmiin. Nav1.1, Nav1.2, Nav1.3 ja Nav1.7 ovat koostumukseltaan hyvin samankaltaisia, 
kuten Nav1.5, Nav1.8 ja Nav1.9 keskenään. Nav1.4 ja Nav1.6 eroavat selvästi näistä 
kahdesta ryhmästä. α-alayksiköiden isoformien rakenteiden erilaisuus mahdollistaa sen, 
että natriumkanavien salpaajia voidaan kehittää tiettyä isoformia kohtaan. Tällöin 
vaikutus kohdistuu hoidettavan sairauden kannalta oikeaan kudokseen, ja eri 
natriumkanavien salpauksesta johtuvia sivuvaikutuksia pystytään vähentämään. 
 




Epilepsia ei ole yhtenäinen sairaus vaan erilaisista syistä johtuva krooninen 
neurologinen häiriö, jossa esiintyy toistuvia kohtauksia (McCormick ja Contreras 2001). 
Kohtaukset johtuvat hermosolujen epänormaaleista sähköisistä purkauksista. Erilaisia 
epileptisiä oireyhtymiä tunnetaan yli 40. Ne eroavat toisistaan kohtausten luonteen ja 
keston sekä solutason mekanismien perusteella. Epilepsiatyypit voidaan jakaa kahteen 
ryhmään purkauksen lähtökohdan ja leviämisen mukaan: paikallisalkuisiin tai suoraan 
yleistyviin kohtauksiin. Epilepsiaa esiintyy kaikenikäisillä ihmisillä, ja Maailman 
terveysjärjestön (WHO) arvion mukaan maailmassa on noin 50 miljoonaa epilepsiaa 
sairastavaa (WHO 2012). Suurimmalla osalla epilepsian syy on tuntematon, jolloin 
sairaudella voi olla myös geneettinen tausta. Sekundäärisessä epilepsiassa syy on 
tunnettu ja se voi olla esimerkiksi aivokasvain, tapaturma tai varmistettu geneettinen 
oire. 
 
Jänniteherkkien natriumkanavien rooli epilepsiassa on helpoiten osoitettavissa 
perinnöllisissä epileptisissä oireyhtymissä, jotka johtuvat mutaatioista jänniteherkkiä 
natriumkanavia koodaavissa geeneissä (Meisler ja Kearney 2005). Geneettiset 
muutokset näissä kanavissa voivat aiheuttaa erilaisia epileptisiä oireita, kuten 
imeväisiän vaikeaa myokloonista epilepsiaa (SMEI) tai hankalaa lapsuusiän epilepsiaa, 
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johon liittyvät yleistyneet toonis-klooniset kohtaukset (ICEGTC). Suurin osa 
epileptogeenisistä mutaatioista sijaitsee SCN1A-geenissä, joka koodaa Nav1.1-kanavaa. 
 
Nisäkkäiden aivoissa esiintyy neljää eri jänniteherkän natriumkanavan isoformia 
(Nav1.1, Nav1.2, Nav1.3 ja Nav1.6). Näitä isoformeja vastaavan proteiinin sekä mRNA:n 
pitoisuuksien on raportoitu muuttuneen ihmisten ja eläinten epileptisissä aivoissa. 
Poissaolokohtausten eläinmallissa havaittiin Nav1.1- ja Nav1.6-isoformien määrien 
lisääntymistä rotan isoaivokuoren somatosensorisilla alueilla, jotka on yhdistetty 
kohtausten syntypaikaksi (Klein ym. 2003). Epileptisissä ihmisen aivoissa on 
hippokampuksen alueella todettu olevan suurentunut määrä Nav1.3:a koodaavaa 
mRNA:ta ja pienentynyt Nav1.2:n mRNA:n määrä (Whitaker ym. 2001). Tästä ei voi 
tehdä johtopäätöksiä eri isoformien osallisuudesta epilepsian syntymiseen, koska 
muuttuneet pitoisuudet eivät välttämättä ole syy kohtauksiin vaan ne voivat olla 
seurausta myös epilepsiakohtauksista tai käytetystä lääkehoidosta.  
 
Epilepsian syntymiseen vaikuttavat useat tekijät ja erilaisissa epilepsiatyypeissä kaikilla 
aivoissa esiintyvillä jänniteherkän natriumkanavan isoformeilla saattaa olla oma 
merkityksensä kohtausten syntymisessä. Siksi, ei välttämättä saavuteta etua kehittämällä 
selektiivisiä natriumkanavien isoformien salpaajia. Aivojen monimutkaisuuden takia 
pelkkien jänniteherkkien natriumkanavien tai niiden isoformien salpaaminen ei estä 
kaikkien erilaisten kohtausten syntymistä, vaan niiden lisäksi kohtausten syntyyn voivat 
vaikuttaa jänniteherkät kalsiumkanavat sekä synaptisen GABA:n määrä ja 
glutamaattireseptorien aktiivisuus (McCormick ja Contreras 2001). Tätä tukee, että 
pääasiassa jänniteherkkiä natriumkanavia salpaavat lääkeaineet eivät tehoa kaikkiin 
epilepsiatyyppeihin eikä kaikkien lääkkeiden teho välity natriumkanavien kautta 
(Rogawski ja Löscher 2004). 
 
Toisaalta selektiivisillä natriumkanavan isoformien salpaajilla voitaisiin saada 
tehokkaampi ja paremmin siedetty lääkehoito eri epilepsiatyypeille. Esimerkiksi 
selektiiviset Nav1.1- tai Nav1.6-salpaajat voisivat tehota nykyistä lääkehoitoa paremmin 
paikallisalkuisen epilepsian hoidossa. Uusien tehokkaampien ja paremmin siedettyjen 
epilepsialääkkeiden kehittämiselle olisi tarvetta, koska noin 30 % epilepsiaa 
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sairastavista ei saa lääkkeestä apua kohtausten estämiseen tai joutuu lopettamaan 
lääkkeen käytön pahojen haittavaikutusten takia (WHO 2012). 
 
2.2.2 Krooninen kipu 
 
Krooninen kipu on merkittävä ja yleinen terveysongelma, josta kärsii epidemiologisten 
tutkimusten mukaan jopa puolet väestöstä (Elliot ym. 1999). Näistä suurimmalla osalla 
kipu on luokittelun alapäästä, mutta noin kymmenellä prosentilla kipu on voimakasta. 
Krooninen kipu voidaan jakaa kahteen ryhmään, neuropaattiseen kipuun (esim. 
selkäydinvauriot), joka johtuu hermovaurioista, ja nosiseptiseen kipuun (esim. reuma), 
joka johtuu primääristen sensorineuronien herkistymisestä kudostuhon tai paikallisen 
tulehduksen takia. Kivun syynä voi olla myös liiallinen aktiivisuus selkäytimen tai 
spinaaliganglion hermosoluissa.  
 
Jänniteherkkien natriumkanavien isoformeilla Nav1.3, Nav1.7 ja Nav1.8 on osoitettu 
olevan yhteys erilaisiin kiputiloihin, joskin osalla se saattaa olla ristiriitainen tai vielä 
epäselvä (Black ym. 1999; Lai ym. 2002; Nassar ym. 2004). Isoformeista Nav1.7 ja 
Nav1.8 esiintyvät pääasiassa perifeeriseen hermostoon kuuluvissa spinaaliganglioissa, 
mikä mahdollistaisi kohdennetun kipua lievittävän vaikutuksen ilman keskushermosto- 
tai sydänvaikutuksia.  
 
Nav1.3-isoformia ei normaalisti esiinny kuin hyvin pieniä määriä spinaaligangliossa, 
mutta kivun eläinmalleissa on havaittu hermovaurion yhteydessä määrän lisääntymistä 
(Black ym. 1999). Toisaalta knock-out-hiirimalleissa, joissa SCN3A-geeni on 
hiljennetty, kehittyi neuropaattista kipua normaalisti (Nassar ym. 2006). Nav1.3-
kanavien määrän lisääntyminen talamuksessa ja selkäytimessä 
keskushermostovaurioissa saattaa olla yhteydessä kroonisen kivun viestintään (Hains 
ym. 2003; Waxman ja Hains 2006). Siihen saattavat osallistua myös muut 
keskushermostossa sijaitsevat jänniteherkkien natriumkanavien isoformit sekä 




Nav1.7-isoformia koodaavan SCN9A-geenin mutaatiot ovat yhteydessä erilaisiin 
sairauksiin. Perinnöllinen erytromelalgia (raajojen punatauti) ja PEPD-kipuoireyhtymä 
(paroxysmal extreme pain disorder) johtuvat SCN9A-geenin mutaatioista, jotka lisäävät 
hermosolun sähköistä aktiivisuutta (Yang ym. 2004; Fertleman ym. 2006). Nav1.7-
kanavan toiminnan heikentyminen liittyy vastaavasti synnynnäiseen sairauteen, jossa 
ihminen ei tunne kipua, vaikka hänellä ei ole muita aisti-, liike- tai ajatteluhäiriöitä 
(Goldberg ym. 2007). Näiden geneettisten muutosten perusteella Nav1.7-isoformilla 
näyttäisi olevan selkein yhteys kroonisessa kivussa. Lisäksi Nav1.7-isoformilla on 
eläinmallin perusteella myös vaikutusta tulehduskipuun (Nassar ym. 2004). 
 
Nav1.8-isoformin osallisuus neuropaattisessa kivussa on ristiriitainen. µO-konotoksiinin 
(MrVIB) on havaittu olevan selektiivinen Nav1.8-kanavan salpaaja ja lievittävän 
neuropaattista kipua ilman vakavia motorisia sivuvaikutuksia (Ekberg ym. 2006). 
Kanavan hiljentäminen on eläinmalleissa toisessa tutkimuksessa lievittänyt 
neuropaattista kipua, toisessa taas ei (Lai ym. 2002; Nassar ym. 2005). Lain (2002) 
ryhmä hiljensi spesifisti rotilta Nav1.8:n ilmentymisen, jonka seurauksena rottien 
neuropaattisen kivun tunteminen heikentyi. Nassarin (2005) ryhmineen tekemässä 
tutkimuksessa hiiret, joilta puuttuivat sekä Nav1.8 että Nav1.7, kokivat neuropaattisen 
kivun normaalisti. Tulokset kuitenkin vahvistivat molempien isoformien osallistuvan 
tulehduskivun tuntemiseen. Tulosten erilaisuus voi johtua siitä, että Nassarin (2005) 
ryhmän tutkimuksessa käytettiin hiiriä, joilta syntymästä lähtien puuttuvat Nav1.8 että 
Nav1.7 sensorisista hermosyistä. Synnynnäinen puutos voi johtaa korvaavien 
mekanismien kehittymiseen, esimerkiksi toisen kanavaisoformin ilmentymiseen 
sensorisissa hermosyissä. Vastaavasti jos kanavan toiminta estetään selektiivisesti 
normaalisti kehittyneillä eläimillä, ei tapahdu samanlaista korvaavien mekanismien 
kehittymistä.  
 
Vaikka Nav1.7- ja Nav1.8-kanavien osuus neuropaattisessa kivussa ei ole 
yksiselitteinen, ne tarjoavat silti mielenkiintoisen vaikutuskohteen erilaisten kroonisten 
kiputilojen hoidossa. Kansainväliset lääkeyhtiöt, kuten Abbott ja Merck, ovatkin 
pyrkineet kehittämään selektiivisiä Nav1.7- ja Nav1.8-kanavien salpaajia (Kort ym. 
2008; London ym. 2008).  
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2.2.3 Muut sairaudet 
 
Epilepsian ja kroonisen kivun lisäksi selektiivisellä jänniteherkkien natriumkanavien 
isoformien salpaamisella voidaan päästä parempaan lääkevaikutukseen myös muissa 
sairauksissa. Mutaatiot SCN1A-geenissä on yhdistetty epilepsian ohella myös 
perinnölliseen migreenin tautimuotoon (familial hemiplegic migraine type 3), jossa 
kanavamutaatiot aiheuttavat hermosolujen liika-aktiivisuutta (Dichgans ym. 2005). MS-
taudissa taas jänniteherkkien natriumkanavien salpaaminen on vähentänyt potilaiden 
positiivisia oireita (Sakurai ja Kanazawa 1999). Nav1.5-isoformin sijaitseminen 
ainoastaan sydänlihaksessa tarjoaa mahdollisuuden uusien sydänselektiivisten 
rytmihäiriölääkkeiden kehittämiseen. 
 
2.3  Lääkeaineet ja niiden vaikutuskohteet 
 
2.3.1 Käytössä olevat jänniteherkkien natriumkanavien salpaajat 
 
Osa epilepsialääkkeistä, paikallispuudutteet ja ryhmän I rytmihäiriölääkkeet ovat 
kliinisessä käytössä olevia lääkeaineryhmiä, jotka ovat jänniteherkkien natriumkanavien 
salpaajia. Epilepsialääkkeistä karbamatsepiinin 1, okskarbatsepiinin 2, fenytoiinin 3, 
lamotrigiinin 4 ja tsonisamidin 5 antiepileptinen vaikutus välittyy ensisijassa 
jänniteherkkien natriumkanavien salpauksen kautta (Rogawski ja Löscher 2004). Näitä 
lääkeaineita käytetään paikallisalkuisten ja yleistyvien toonis-kloonisten kohtausten 
estoon. Lamotrigiini ja tsonisamidi vaikuttavat osaksi myös jänniteherkkiin 
kalsiumkanaviin, jolloin ne saattavat tehota paremmin myös muihin 
epilepsiatyyppeihin, kuten poissaolokohtauksiin. Myös osalla muista epilepsialääkkeistä 
(topiramaatti 6 ja natriumvalproaatti 7) on jänniteherkkiä natriumkanavia salpaavaa 
vaikutusta, vaikka se ei ole yhtä voimakas kuin aiemmin luetelluilla. Niiden 
antiepileptinen vaikutus välittyy myös muiden mekanismien kautta, joita ovat 
esimerkiksi jänniteherkkien kalsiumkanavien salpaaminen ja GABA-reseptorien 
aktivaatio. Epileptisten kohtausten eston lisäksi karbamatsepiinia ja lamotrigiinia 
käytetään kaksisuuntaisen mielialahäiriön hoidossa sekä karbamatsepiiniä myös 
9 
 
kolmoishermosäryn hoitoon (Lääketietokeskus 2012). Kuvassa 2 on esitetty edellä 
mainittujen antiepileptisten aineiden rakenteet. 
 
 
Kuva 2. Antiepileptisiä lääkeaineita: karbamatsepiini 1, okskarbatsepiini 2, fenytoiini 3, 
lamotrigiini 4, tsonisamidi 5, topiramaatti 6 ja natriumvalproaatti 7. 
 
Paikallispuudutteita käytetään yleisesti erilaisten kirurgisten toimenpiteiden yhteydessä 
(Lääketietokeskus 2012). Ne voidaan jakaa kemiallisen rakenteensa perusteella kahteen 
ryhmään, esteri- ja amidirakenteisiin. Amidirakenteiset ovat laajemmassa käytössä, ja 
niitä ovat esimerkiksi lidokaiini 8 ja mepivakaiini 9 (Kuva 3). Tetrakaiini 10 on 
esimerkki esterirakenteisista paikallispuudutteista. Kaikkien paikallispuudutteiden 
vaikutus välittyy jänniteherkkien natriumkanavien kautta, mutta pienet eroavaisuudet 
rakenteessa vaikuttavat sitoutumisaffiniteettiin ja farmakokineettisiin ominaisuuksiin. 
Lidokaiinia käytetään myös rytmihäiriölääkkeenä, joka sitoutuu inaktiivisessa tilassa 
oleviin natriumkanaviin (Ragsdale ym. 1996). Salpausvaikutus tehostuu syketaajuuden 
noustessa. Flekainidin 11 salpausvaikutus on puolestaan suurin avoinna olevia 
natriumkanavia kohtaan, joten sen vaikutus ei ilmene ainoastaan syketaajuuden ollessa 
korkea. 
 
Rilutsoli 12 on jänniteherkkiä natriumkanavia salpaava lääkeaine, jota käytetään 
etenevässä neurodegeneratiivisessa sairaudessa, amyotrofisessa lateraaliskleroosissa 
(ALS) (Lääketietokeskus 2012). ALS-tauti rappeuttaa liikehermoja, mikä johtaa 
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potilaan kuolemaan (Bensimon ym. 1994). Rilutsoli saattaa lisätä ALS-potilaiden 
elinaikaa parantamatta kuitenkaan sairautta. Rilutsolin on osoitettu sitoutuvan 
inaktiivisessa tilassa oleviin jänniteherkkiin natriumkanaviin ja sen on havaittu estävän 
myös pysyvää natriumionien virtausta (INaP) (Hebert ym. 1994; Urbani ja Belluzzi 
2000). Rilutsoli vaikuttaa myös glutamaatin vapautumiseen keskushermostossa. 
 
 
Kuva 3. Lidokaiini 8, mepivakaiini 9, tetrakaiini 10, flekainidi 11 ja rilutsoli 12. 
 
2.3.2 Jänniteherkkien natriumkanavien reseptorikohdat 
 
Lääkeaineiden sitoutumiskohtia on tutkittu eniten paikallispuudutteilla ja jonkin verran 
antiepileptisillä yhdisteillä.  Lääkeaineiden vaikutuksen kannalta tärkeät aminohapot on 
määritetty pistemutaatioiden avulla, ja ne sijaitsevat α-alayksikön IV alueen 
kuudennessa segmentissä (Ragsdale ym. 1994 ja 1996). Lidokaiinin ja fenytoiinin 
kanavia salpaava vaikutus väheni merkittävästi vaihdettaessa aminohapot 
fenyylialaniini-1764 ja tyrosiini-1771 alaniiniin Nav1.2-kanavissa. Näiden 
aminohappotähteiden aromaattiset osat osoittavat kanavan huokosta kohti, ja ne 
sijaitsevat huokosen solunsisäisellä puolella.  Tämä ei suoraan merkitse, että 
lääkeaineiden reseptorikohta on kyseisellä alueella, koska mutaatiot voivat aiheuttaa 
muutoksia kanavan konformaatioihin vaikuttaen lääkeaineiden sitoutumiseen muualla 
proteiinissa.  
 
Lin (1998) ryhmä tutki paikallispuudutteen (tetrakaiinin) vaikutuksia Na
+
-ionien 
virtaukseen Nav1.3-kanavissa korvaamalla aiemmissa tutkimuksissa kriittisiksi todetut 
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fenyylialaniinin ja tyrosiinin aminohapoilla, jotka eroavat toisistaan koossa, 
hydrofobisuudessa tai aromaattisuudessa. Tutkijat totesivat fenyylialaniinin kohdassa 
sijaitsevan aromaattisen aminohappotähteen olevan kriittinen lääkkeen vaikutukselle. 
Vastaavasti tyrosiinin vaihtaminen toiseen aminohappoon vaikutti aktiivisuuteen, mutta 
muutoksissa ei ollut havaittavissa samanlaista korrelaatiota aminohappotähteen kokoon, 
aromaattisuuteen tai hydrofobisuuteen kuin fenyylialaniinin kohdalla. Tämä viittaisi 
siihen, että fenyylialaniinin bentseenirengas osallistuu lääkeaineen reseptoriin 
sitoutumiseen muodostamalla kationi-π tai hydrofobisia vuorovaikutuksia 
lääkeainemolekyylin kanssa. Reseptorikohdan allosteerinen säätely voisi selittää 
tyrosiinin mutaation vaikutukset. 
 
Pistemutaatioilla on tutkittu myös α-alayksikön muiden alueiden osallisuutta 
lääkeaineen sitoutumiseen Nav1.3-kanavissa (Yarov-Yarovoy ym. 2001 ja 2002). 
Tulokset eivät olleet yhtä selkeitä kuin fenyylialaniinin kohdalla, mutta merkitystä 
vaikuttaisi olevan ainakin alueen kolme segmentissä kuusi olevalla leusiini-1465:llä. 
Edellä mainitut lääkeaineet (kappale 2.3.2) sitoutuivat kanavien reseptorikohtaan 
kanavan ollessa avoinna tai inaktiivisessa tilassa. Lääkeaineiden affiniteetit ja 
sitoutumisnopeudet kuitenkin vaihtelevat, mikä vaikuttaa vasteisiin. Antiepileptisten 
lääkeaineiden affiniteetti on korkeampi depolarisoituneeseen kanavaan ja sitoutuminen 
hitaampaa kuin paikallispuudutteilla, minkä takia niillä ei ole vaikutusta normaalisti 
toimiviin soluihin. 
 
Molekyylimallinnuksen tulokset Nav1.4-kanavilla ja paikallispuudutteilla (mm. 
lidokaiini) sekä antiepilepti lamotrigiinillä ovat yhteneväisiä edellä esitettyjen tulosten 
kanssa (Lipkind ja Fozzard 2005). Mallinnuksen perusteella lääkeaineiden positiivisesti 
varautuneella typpiatomilla on voimakas vuorovaikutus (kationi-π-sidos) 
fenyylialaniinin bentseenirenkaan kanssa. Vastaavasti aromaattiset ryhmät muodostavat 
aromaattisen vuorovaikutuksen (π-π) tyrosiinin fenolin ja lääkeaineen aromaattisen 
ryhmän välille. Tyypillinen rakenne nykyisin käytössä oleville paikallispuudutteille 




Edellä kuvatuissa tutkimustuloksissa on käytetty kolmea eri jänniteherkän 
natriumkanavan isoformia (Nav1.2, Nav1.3, Nav1.4), jotka eroavat toisistaan 
aminohappokoostumukseltaan. Lääkeaineiden vaikutuksen kannalta merkittävät 
aminohapot sijaitsevat kuitenkin samoissa asemissa toisiinsa nähden näissä eri 
isoformeissa. Tulosten perusteella paikallispuudutteiden ja antiepileptisten yhdisteiden 
reseptorikohdat sijaitsevat kanavan huokosen solunsisäisellä osalla, ja ne menevät 
ainakin osittain päällekkäin eri lääkeaineilla. Tutkimukset kattoivat monipuolisesti 
paikallispuudutteita, mutta antiepilepteistä ainoastaan fenytoiinin ja lamotrigiinin. Muut 
jänniteherkkiä natriumkanavia salpaavat lääkeaineet voivat sitoutua samaan 
reseptorikohtaan tai täysin eri alueelle.  
 
Kaikkien eri kanavaisoformien aminohappokoostumus on hyvin samankaltainen edellä 
kuvatussa paikallispuudutteiden sitoutumiskohdassa (Browne ym. 2009). 
Sitoutumiskohdan samankaltaisuus selittänee, miksi kliinisessä käytössä olevilla 
natriumkanavien salpaajilla on heikko selektiivisyys kanavan eri alatyyppejä kohtaan. 
Kyseisen sitoutumiskohdan hyväksikäyttö ei tästä syystä tunnu mielekkäältä 
kehitettäessä selektiivisiä salpaajia eri jänniteherkkien natriumkanavien isoformeille.  
 
Useat neurotoksiinit muuttavat jänniteherkkien natriumkanavien toimintaa sitoutumalla 
spesifisesti tiettyyn kanavan osaan (Cestèle ja Catterall 2000). Spesifisyyden ja korkean 
sitoutumiskyvyn takia toksiineja tutkimalla saadaan tietoa kanavan toiminnasta ja 
reseptorikohdista, jotka voisivat olla myös uusien lääkeaineiden reseptorikohtia. 
Tetrodotoksiini 13 (TTX) on toksiineista tunnetuin natriumkanavan salpaaja. 
Natriumkanavien isoformit jaotellaan kahteen ryhmään, joista toiset ovat TTX-herkkiä 
(kanavan salpaus tapahtuu nanomolaarisilla konsentraatioilla) ja toiset TTX-resistenttejä 
(mikromolaariset konsentraatiot) (Catteral ym. 2005). Nav1.1‒Nav1.4, Nav1.6 ja Nav1.7 
ovat TTX-herkkiä, ja Nav1.5, Nav1.8 ja Nav1.9 ovat TTX-resistenttejä. Tetrodotoksiini 
on kanavan huokosen estäjä, ja se sitoutuu α-alayksikön jokaisen alueen SSII‒S6 osiin 
estäen ionien virtausta kanavan läpi (Terlau ym. 1991). Sitoutumisen kannalta tärkeässä 
asemassa ovat negatiivisesti varautuneet aminohapot (asparagiini- ja glutamiinihappo). 
Tetrodotoksiinin lisäksi saksitoksiini 14 sitoutuu tähän reseptorikohtaan, ja molemmilla 
yhdisteillä on rakenteessaan emäksinen guanidiiniryhmä (Kuva 4). Tetrodotoksiinin 
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sitoutumiskohdan lisäksi natriumkanavissa on ainakin neljä muuta tunnettua 
sitoutumiskohtaa eri toksiineille (Cestèle ja Catterall 2000). Osa sitoutumiskohdista on 
allosteerisen säätelyn alueita, jotka suosivat kanavan auki olemista, jolloin ne 
aiheuttavat pysyvää depolarisaatiota. 
 
 
Kuva 4. Tetrodotoksiini 13 ja saksitoksiini 14. 
 
Toksiineja tutkimalla onkin löydetty selektiivisiä natriumkanavien salpaajia, joita ovat 
muun muassa osa keilakotiloiden konotoksiineista, kuten µO-konotoksiini (MrVIB) 
(Ekberg ym. 2006). Konotoksiinit ovat peptidejä, joten suuren kokonsa takia niiden 
sitoutumiskohtien määrittäminen ja hyväksikäyttö ei välttämättä hyödytä, kun 
kehitetään uusia selektiivisesti natriumkanavan eri isoformeja salpaavia 
pienmolekyylejä. Toisaalta toksiinien pohjalta kehitetyissä peptidimolekyyleissä 
saattaisi olla tulevaisuudessa enemmän potentiaalia kuin pienmolekyyleissä. 
 
2.3.3 Selektiiviset jänniteherkkien natriumkanavien isoformien salpaajat 
 
Kroonisen kivun hoitoon on pyritty kehittämään selektiivisiä Nav1.7- ja Nav1.8-
kanavien salpaajia. London (2008) syntetisoi ryhmineen sarjan imidatsopyridiinejä, 
joista parhaat salpasivat Nav1.7-kanavia nanomolaarisilla konsentraatioilla. Yhdisteet 
lievittivät sekä neuropaattista kipua että tulehduskipua kivun eläinmalleissa, ja niillä oli 
suotuisat farmakokineettiset ominaisuudet. Myös 1-bentsatsepin-2-oni-johdannaiset 
salpaavat Nav1.7-kanavia nanomolaarisilla konsentraatioilla (Williams ym. 2007). 
Tutkimusten mukaan molemmat yhdisteryhmät näyttäisivät olevan tehokkaita 
natriumkanavien salpaajia, mutta tutkimuksista ei voi vetää johtopäätöstä, että yhdisteet 
olisivat selektiivisiä Nav1.7-kanavaa kohtaan.  Nav1.7-kanavan lisäksi imidatsopyridiinit 
on testattu ainoastaan Nav1.8-kanavaa kohtaan, kun taas 1-bentsatsepin-2-oni-yhdisteet 
on testattu Nav1.8:n lisäksi Nav1.5-kanavaa kohtaan. Molemmissa tapauksissa 
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parhaimpien yhdisteiden kohdalla IC50-arvo oli suunnilleen 5‒10 kertaa pienempi 
Nav1.7:llä kuin verratuilla kanavaisoformeilla, mutta eroa ei välttämättä ole 
kanavaisoformeihin, joita ei testattu. Selektiivisyyden vertaaminen Nav1.5-kanavaa 
kohtaan on järkevää sydämeen kohdistuvien sivuvaikutusten pienentämiseksi, mutta 
ensisijainen vertaaminen Nav1.8-kanavaan vaikuttaa oudolta, koska molemmilla 
isoformeilla näyttäisi olevan vaikutusta kivun hoidossa. Yhdisteiden sitoutumiskohdista 
kanavaan ei ole tietoa. Tutkimusten potenteimmat yhdisteet 15‒19 on esitetty kuvassa 5. 
IC50-arvot ovat vertailukelpoisia näiden kahden tutkimuksen välillä, koska 
aktiivisuuskokeet on suoritettu saman protokollan mukaisesti. Eri protokollien mukaan 
tehtyjen tutkimuksien IC50-arvot eivät välttämättä ole vertailukelpoisia, koska yleisesti 
ottaen yhdisteiden sitoutuminen on natriumkanavan tilasta riippuvaista.  
 
 
Kuva 5. Ylärivissä Londonin (2008) ryhmän syntetisoimia imidatsopyridiinejä 15‒17 ja 
alarivissä Williamsin (2007) ryhmän 1-bentsatsepin-2-oni-johdannaisia 18‒19. 
Yhdisteiden alapuolella on ilmoitettu kanavan salpaamisen IC50-arvot Nav1.7-isoformia 
kohtaan. Sulkeissa on ilmoitettu imidatsopyridiinien kohdalla IC50-arvot myös Nav1.8:a 




5-aryyli-2-furfuramidirakenteisista yhdisteistä tehokkain, A-803467 20, on yli sata 
kertaa selektiivisempi Nav1.8-kanavia kuin Nav1.2-, Nav1.3-, Nav1.5- ja Nav1.7-kanavia 
kohtaan (Kuva 6) (Jarvis ym. 2007; Kort ym. 2008). Yhdisteellä on todettu olevan kipua 
lievittävä vaikutus tulehdusta ja hermovauriota kuvaavissa eläinmalleissa. Kun 
selvitettiin yhdisteen sitoutumispaikkaa pistemutaatioilla, havaittiin fenyylialaniini-
1710:n (vastaten F1764 Nav1.2-kanavissa) olevan sitoutumisen kannalta tärkeä. Tämän 
takia yhdisteen sitoutumispaikan oletetaan olevan osittain päällekkäinen aiemmin 
kuvatun paikallispuudutteiden sitoutumispaikan kanssa (Browne ym. 2009). Tulos on 
hieman yllättävä, koska paikallispuudutteiden sitoutumiskohdan rakenne on hyvin 
samankaltainen kaikissa jänniteherkkien natriumkanavien isoformeissa. Yhdistettä A-
803467 muistuttavat furaanipiperatsiinijohdannaiset 21 ovat tehokkaita Nav1.8-salpaajia 
suotuisilla farmakokineettisillä ominaisuuksilla, mutta niiden isoformiselektiivisyys on 
heikko (Drizin ym. 2008). 
 
 
Kuva 6. Yhdiste A-803467:n 20 ja furaanipiperatsiinijohdannaisten 21 rakenteet. 
Yhdisteen A-803467 ilmoitettu IC50-arvo on NaV1.8-isoformia kohtaan.  
 
Selektiivisiä jänniteherkkien natriumkanavien isoformien salpaajia kehitettäessä on 
muistettava, etteivät ne välttämättä ole kaikilta osin selektiivisiä suhteessa muihin 
reseptoreihin, kuten kalium- tai kalsiumreseptoreihin. Tällöin ei välttämättä saavuteta 
uutta lääkehoitoa, joka olisi teholtaan parempi tai jolla olisi pienemmät 
haittavaikutukset nykyisiin epäselektiivisiin jänniteherkkien natriumkanavien salpaajiin 
verrattuna. Toisaalta nämä muut vaikutukset voivat myös parantaa lääkeaineen tehoa, 
koska jänniteherkät natriumkanavat ovat harvoin yksin vastuussa sairaudesta. 
Lääkeaineen vaikutusten olisi myös hyvä kohdentua liian aktiivisesti toimiviin 
hermosoluihin, jottei haittavaikutuksia aiheutuisi normaalisti toimivien solujen 
salpauksesta. On myös huomioitava, etteivät uudet selektiiviset jänniteherkkien 
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natriumkanavien salpaajat vaikuttaisi sairauksien syihin vaan oireisiin jo käytössä 
olevan lääkehoidon tapaan. 
 
 
3  KLATRODIINI JA SEN JOHDANNAISET 
 
Klatrodiini 22 on Karibianmeren merisienessä, Agelas clathrodesissa, esiintyvä 
alkaloidi, joka eristettiin ensimmäisen kerran 1990-luvun vaihteessa (Morales ja 
Rodriguez 1991). Klatrodiinin rakenne koostuu 2-aminoimidatsolirenkaasta, johon on 
liittynyt kaksois- ja amidisidoksen sisältävällä hiilivetyketjulla pyrrolirengas (Kuva 7). 
Klatrodiinin rakenteen tunnistamisessa käytettiin hyväksi oroidiinin 23 ja hymenidiinin 
24 analyysitietoja, koska yhdisteet eroavat toisistaan ainoastaan pyrrolissa olevien 
bromien määrässä.  
 
 
Kuva 7. Klatrodiini 22, oroidiini 23 ja hymenidiini 24. 
 
Oroidiini on yhdisteistä kauimmin tunnettu, sillä se löydettiin Välimeren merisienestä, 
Agelas oroideksesta, vuonna 1971 (Forenza ym. 1971). Tällöin yhdisteen rakenne 
tulkittiin väärin, ja oikea rakenne saatiin selville kaksi vuotta myöhemmin (Garcia ym. 
1973). Hymenidiini puolestaan on eristetty ensimmäisen kerran vuonna 1986 Okinawan 
merisienestä, Hymeniacidonista, kun tutkittiin merisienten uutteiden aktiivisuutta 
adrenergisiin α-reseptoreihin (Kobayashi ym. 1986). 
 
Oroidiinin ja hymenidiinin käsittely klatrodiinin ohella tässä yhteydessä on perusteltua, 
koska ne ovat klatrodiinin analogeja. Näillä yhdisteillä tehdyillä tutkimuksilla voidaan 
saada hyödyllistä tietoa klatrodiinin mahdollisista farmakologisista vaikutuksista sekä 
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pyrrolin bromien määrän vaikutuksesta aktiivisuuden muutoksiin. Lisäksi oroidiinista ja 
hymenidiinistä julkaistuja synteesireittejä pystytään käyttämään hyväksi sekä 
klatrodiinin että sen uusien analogien synteesisuunnittelussa.  
 
3.1  Klatrodiinin, hymenidiinin ja oroidiinin biologinen aktiivisuus 
 
Kun klatrodiinin vaikutuksia jänniteherkkiin natriumkanaviin tutkittiin, havaittiin, että 
se vähensi natriumionien kulkeutumista soluun (Rivera Rentas ym. 1995). Kokeessa 
käytettiin patch clamp -tekniikkaa ja se suoritettiin kananpojan alkioista eristetyillä 
sympaattisilla gangliosoluilla. Klatrodiinin pitoisuus oli 10 µM. Klatrodiinilla ei ollut 
vaikutusta jännitteestä riippuvaan aktivaatioon eikä se muuttanut aikaa virtauksen 
uudelleenaktivoitumiseen. Klatrodiini siirsi jännitteestä riippuvaa inaktivoitumista 
positiivisemmiksi potentiaaleiksi (14 mV), mutta sen vaikutus havaittuun ionien 
virtauksen pienenemiseen on vähäinen. Tulokset viittaavat siihen, että klatrodiini 
vaikuttaa Na
+
-ionien johtumiseen kanavan läpi. Vaikutusmekanismista tutkijoilla ei 
ollut tietoa.  
 
Rosa (1992) tutkimusryhmineen tutki Agelas-suvun merisienistä eristettyjen alkaloidien 
antikolinergisiä vaikutuksia. Oroidiinin ja klatrodiinin todettiin estävän kilpailevasti 
muskariinireseptorien toimintaa mikromolaarisilla pitoisuuksilla (IC50-arvo (µM) 
oroidiinille 113±11 ja klatrodiinille 869±604). Kokeet suoritettiin rotan aivoista 
eristetyillä kalvoilla ja kontrolliyhdisteenä käytettiin atropiinia. Oroidiini osoittautui 
tehokkaammaksi inhibiittoriksi kuin klatrodiini, joten pyrrolirenkaan bromauksella on 
vaikutusta reseptoriin sitoutumisessa. Hymenidiini ei ollut mukana testauksessa, joten ei 
tiedetä, onko 2- vai 3-aseman bromilla vai molemmilla vaikutusta havaittuun 
aktiivisuuden paranemiseen. Tulokset kuitenkin osoittivat atropiinin salpaavan 
muskariinireseptorien toimintaa yli tuhat kertaa oroidiinia ja klatrodiinia pienemmillä 
pitoisuuksilla. Huomionarvoista on myös klatrodiinin koetulosten suuri hajonta. 
 
Klatrodiinin on todettu olevan sytotoksinen CHO-K1-soluja (kiinalaisen hamsterin 
munasarjasolulinja) kohtaan (IC50 = 5,8 µM) (Morales ja Rodriguez 1991). Oroidiinin 
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sytotoksisuutta on tutkittu L6-soluilla (rotan luustolihassolulinja), eikä se osoittanut 
yhtä merkittävää sytotoksisuutta kuin klatrodiini (IC50 = 228 µM) (Tasdemir ym. 2007). 
 
Tutkittaessa oroidiinin ja hymenidiinin vaikutuksia jänniteherkkään Ca
2+
-ionien 
kulkeutumiseen soluun PC12-solulinjoilla (rotan lisämunuaisen ytimen 
kasvainsolulinja) havaittiin, että molemmat yhdisteet inhiboivat kulkeutumista 
mikromolaarisilla pitoisuuksilla (Bickmeyer ym. 2004). Hymenidiinin vaikutus 
havaittiin ainoastaan suurimmalla testatulla pitoisuudella (300 µM), kun oroidiini 
salpasi samoilla pitoisuuksilla Ca
2+
-ionien kulkeutumista täysin ja sen IC50-arvo (µM) 
oli 76±5. Testissä oli mukana myös 4,5-dibromipyrroli-2-karboksyylihappo, joka ei 
ollut aktiivinen. Tämä osoittaa, että havaittuun estovaikutukseen osallistuu myös 
yhdisteiden 2-aminoimidatsolipää. 
 
Cafieri (1997) ryhmineen tutki Agelas-suvun merisienistä eristettyjen alkaloidien 
antihistamiinisia vaikutuksia ja havaitsi oroidiinin salpaavan histamiinireseptoreja. 
Kokeet tehtiin marsusta eristetyllä sykkyräsuolella. Oroidiinin antihistamiininen 
vaikutus oli konsentraatioriippuvaista ja luonteeltaan ei-kilpailevaa estoa. IC50-arvo 
(µM) oroidiinille oli 95±21. Tutkimuksessa ei ollut mukana klatrodiinia eikä 
hymenidiiniä. Tutkijat päättelivät tulostensa perusteella, että vaikutuksen kannalta 
tärkeässä osassa ovat 2-aminoimidatsolirengas sekä ketjun pituus ja väliatomit. Tämän 
takia sekä klatrodiinilla että hymenidiinillä saattaa olla myös samankaltaista 
antihistamiinista vaikutusta. 
 
Oroidiinin ja hymenidiinin antimikrobista tehoa on testattu gram-negatiivisia 
(Escherichia coli ja Pseudomonas aeruginosa) ja gram-positiivisia (Staphylococcus 
aureus ja Bacillus subtilis) bakteereja sekä sientä (Candida albicans) vastaan (Zhang 
ym. 2012). Molempien yhdisteiden havaittiin estävän kaikkien edellä mainittujen 
mikrobien kasvua (IC50-arvo 1 µM luokkaa). Hymenidiinin aktiivisuus oli hieman 
parempi kaikissa muissa paitsi E. colin tapauksessa. Toisen tutkimusryhmän aiemmin 
suoritetuissa testeissä oroidiini ei kuitenkaan ollut aktiivinen P. aeruginosaa, S. 
aureusta eikä C. albicansia vastaan, ainoastaan marginaalista antimalarista 
(Plasmodium falciparum) ja antituberkuloosista (Mycobacterium tuberculosis) 
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vaikutusta oli havaittavissa (Mohammed ym. 2006). Tämä tulos on linjassa Königin 
(1998) ryhmän tutkimuksen kanssa, jossa oroidiini ei ollut aktiivinen mitään testattua 
bakteeria kohtaan (mm. E. coli) eikä sillä havaittu olevan antimalarista vaikutusta (P. 
falciparum).  
 
Antiserotonergistä aktiivisuutta on julkaistu ainoastaan hymenidiinin kohdalla 
(Kobayashi ym. 1986). Koeasetelmassa serotoniinin (1 µM) supistava vaikutus 
kaniinista eristetyssä aortassa saatiin kumottua hymenidiinillä (15 µM). Myöhemmässä 
saman ryhmän tutkimuksessa, jossa on tutkittu muun muassa oroidiinin ja hymenidiinin 
α-adrenoseptoreja salpaavaa vaikutusta, viitataan tähän aiempaan tutkimukseen väittäen 
oroidiinilla olevan myös serotonergistä aktiivisuutta (Kobayashi ym. 1988). Tietoon 
tulee kuitenkin suhtautua varauksella, koska kyseisiä tuloksia ei löydy alkuperäisestä 
artikkelista. Oroidiini ja hymenidiini eivät osoittautuneet α-adrenoseptoreja salpaaviksi 
yhdisteiksi (Kobayashi ym. 1988).  
 
Oroidiinin biologiset vaikutukset eivät ole spesifisiä, koska samoilla pitoisuuksilla se 
salpaa sekä muskariini- että histamiinireseptoreja ja vähentää jänniteherkkää 
kalsiumionien kulkeutumista solun sisään. Lisäksi sillä saattaa olla antimikrobista 
vaikutusta, mutta testitulokset ovat ristiriitaisia. Testitulosten erilaisuus voi johtua 
koeasetelmien, menetelmien tai käytettyjen mikrobikantojen erilaisuudesta. 
Epäspesifinen vaikutus ei ole useimmiten toivottavaa, kun pyritään kehittämään uusia 
vaikuttavia lääkeaineita, koska tällöin lääkeaineen sivuvaikutukset voivat lisääntyä. 
Klatrodiinilla saattaa olla samankaltaisia epäspesifisiä biologisia vaikutuksia kuin 
oroidiinilla natriumkanavia salpaavan vaikutuksensa lisäksi. Tämä voi ilmetä etenkin 
tapauksissa, joissa yhdisteen 2-aminoimidatsolipäällä on merkittävä vaikutus havaitussa 
aktiivisuudessa (esimerkiksi oroidiinin antihistamiininen vaikutus).  
 
Yhdisteiden pyrrolirenkaassa olevien bromien määrä vaikuttaa antikolinergiseen 
aktiivisuuteen ja kalsiumkanavien salpaukseen. Antikolinerginen vaikutus on selvästi 
pienempi klatrodiinilla kuin oroidiinilla ja vastaavasti hymenidiini estää huonommin 
jänniteriippuvaista kalsiumionien virtausta kuin oroidiini. Tuloksista huomataan, että 
yhden atomin lisääminen yhdisteen rakenteeseen voi vaikuttaa ratkaisevasti yhdisteen 
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kemiallisiin ominaisuuksiin ja sitä kautta myös biologiseen aktiivisuuteen. Tämän takia 
yhdisteen aktiivisuudesta ei voida tehdä johtopäätöksiä samankaltaisen yhdisteen 
aktiivisuuden perusteella ilman uuden yhdisteen testaamista, eteenkään jos 
vaikutusmekanismia ei tunneta. Lisäksi vertailtavien tutkimusten puute heikentää 
mahdollisuutta arvioida kriittisesti esitettyjä tuloksia, koska tulokset saattavat olla 
erilaisia eri ryhmien tutkimuksissa (vertaa oroidiinin antimikrobinen vaikutus). 
 
Pyrrolirenkaassa olevat elektronegatiiviset bromit muuttavat renkaan elektronitiheyttä 
vetämällä elektroneja puoleensa. Renkaan elektronitiheyden pienentyessä sen 
vuorovaikutusvoimat muuttuvat, esimerkiksi vuorovaikutukset kationien kanssa 
heikkenevät (kationi-π-vuorovaikutus). Toisaalta elektronitiheyttä siirtyy bromien 
ympäristöön, jolloin bromeja lähellä olevat positiiviset (osittais)varaukset voivat 
vuorovaikuttaa näiden kanssa. Lisäksi bromit isokokoisina atomeina vievät tilaa, mistä 
voi seurata, ettei molekyyli mahdu sitoutumiskohtaansa tai sitoutumiskohdan 
vuorovaikutukset vähenevät steerisyyden takia. 
 
3.2 Klatrodiinin, hymenidiinin ja oroidiinin synteesi 
 
Klatrodiinin kaltaisten yhdisteiden synteeseissä on usein pyritty ensin valmistamaan 5-
(3-aminopropenyyli)-1H-imidatsol-2-yyliamiini 25 tai sen johdannainen, jossa 
imidatsolirenkaassa 2-asemassa oleva aminoryhmä on korvattu atsidirakenteella (Little 
ja Webber 1994; Lindel ja Hochgürtel 2000). Näihin rakenteisiin on seuraavassa 
vaiheessa liitetty asylointireaktiolla 2-(triklooriasetyyli)pyrroli 26, jolloin reaktioreitistä 
riippuen on saatu haluttu klatrodiinijohdannainen tai se on vaatinut vielä atsidin 
pelkistämisen amiiniksi sekä mahdollisen suojaryhmän poiston. Yhdisteiden 
kaksoissidoksen muodostamiseen on hyödynnetty Wittig- tai Wittig-Schweizer-
reaktiota sekä eliminoitumista ja Suzuki-kytkentäreaktiota (Daninos-Zeghal ym. 1997; 
Olofson ym. 1998; Berrèe ym. 2002). 
 
Little ja Webber (1994) kehittivät yksinkertaisen viisivaiheisen reitin oroidiinin 23 
syntetisoimiseksi (Kuva 8). Ensimmäisessä vaiheessa Wittig-reaktiolla muodostetaan 
kaksoissidos aldehydilähtöaineesta 27 ja trifenyylifosfiinijohdannaisesta 28. 
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Trifenyylifosfiinijohdannainen on kaupallisesti saatavilla, mikä helpottaa ja nopeuttaa 
reaktion tekemistä. Saatuun yhdisteeseen 29 liitetään bromi ketonin α-asemaan 
muodostamalla ensin trimetyylisilyylienolieetteri, joka muutetaan välittömästi N-
bromisukkinimidillä (NBS) halutuksi välituotteeksi 30. Seuraavassa vaiheessa 
muodostetaan 2-aminoimidatsolirengas α-haloketonista ja asetyyliryhmällä suojatusta 
guanidiinista 31 46 %:n saannolla. Ftaali-imidi- ja asetyylisuojaryhmä poistetaan 
samanaikaisesti hydratsiinillä (saanto 57 %). Asylointireaktio toimii huonosti, vain 13 
%:n saannolla, jolloin synteesin kokonaissaanto jää 2,3 %:iin. Artikkelissa tekijät eivät 
ota kantaa reaktion huonoon saantoon, mutta siihen saattavat vaikuttaa välituotteen 25 
imidatsolirenkaan typpi ja 2-asemassa oleva aminoryhmä. Ilman suojausta molemmat 
typet voivat toimia nukleofiileinä, jolloin reaktion selektiivisyys kärsii. Saantoon 
näyttäisi vaikuttavan myös se, ettei reaktiossa käytetä katalyyttiä.  
 
 
Kuva 8. Oroidiinin 23 viisivaiheinen synteesireitti (Little ja Webber 1994). 
 
Olofsonin (1998) ryhmä syntetisoi klatrodiinia 22 saman välituotteen 25 kautta, mutta 
käytti asyloinnissa katalyyttinä Na2CO3:a (1,05 ekv). Liuotin oli molempien ryhmien 
synteesissä N,N-dimetyyliformamidi (DMF). Reaktion saanto oli 75 %, ja reaktioaika 
lyheni 16 tunnista 1 tuntiin. Katalyytin ohella vaikutusta saattoi olla myös erilaisilla 
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pyrrolilähtöaineilla ja niiden määrillä. Olofsonin ryhmä käytti yhdistettä 26 1,16 
ekvivalenttia ja vastaavasti Little ja Webber yhdistettä 33 3 ekvivalenttia. Suurempia 
ekvivalentteja käytettäessä todennäköisyys diasyloitujen tuotteiden muodostumiseen 
kasvaa.  
 
Olofsonin (1998) ryhmän kehittämä reaktioreitti on nelivaiheinen ja kokonaissaanto on 
21 % (Kuva 9). Lähtöaineena on L-ornitiinimetyyliesterihydrokloridi 34, joka reagoi 
syanoamidin kanssa muodostaen imidatsolivälituotteen 35 62 %:n saannolla. 
Kaksoissidos muodostetaan sekoittamalla ensin imidatsolivälituotetta 35 N-
kloorisukkinimidin (NCS) kanssa metanolissa, jolloin saadaan dimetoksituote 36. 
Lämmitettäessä dimetoksituotteesta 36 eliminoituvat metoksiryhmät pois, jolloin 
muodostuu haluttua välituotetta 25 55 %:n saannolla. Keskinkertainen saanto johtuu 
imidatsolinoni-sivutuotteesta, jota reaktiossa muodostuu 35 %. Synteesireitin etuna on 
paremman kokonaissaannon lisäksi, että välituote 35 mahdollistaa 
kaksoissidoksettomien klatrodiinianalogien syntetisoimisen kaksivaiheisella reitillä. 
 
 
Kuva 9. Klatrodiinin 22 nelivaiheinen synteesireitti (Olofson ym. 1998). 
 
Molemmat edellä kuvatut reaktioreitit mahdollistavat klatrodiinianalogien 
syntetisoimisen siten, että muutoksia yhdisteen pyrroliosaan tehdään viimeisessä 
reaktiovaiheessa.  Lindel ja Hochgürtel (2000) kehittivät oroidiinin 23 syntetisoimiseksi 
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reitin, joka mahdollistaa 2-aminoimidatsolirenkaan vaihtamisen toiseen heterosykliin 
(Kuva 10). Heterosyklin valinta tulee tehdä ensimmäisessä reaktiovaiheessa, kun tert-
butoksikarbonyyli-suojattu (t-Boc) propargyyliamiini 37 reagoi halogenoidun 
heterosyklin 38 kanssa palladium- ja kuparikatalysoidussa reaktiossa. Atsidi liitetään 
yhdisteen 39 imidatsolirenkaaseen nopealla 10 minuutin reaktiolla. Yhdisteen 40 
molemmat suojaryhmät poistetaan trifluorietikkahapolla (TFA) 88 %:n saannolla. 
Tuotteeseen 41 liitetään dibromattu pyrrolirengas asylointireaktiolla käyttäen Na2CO3:a 
katalyyttinä. Käyttämällä Lindlarin katalyyttiä seuraavassa vaiheessa saadaan yhdisteen 
42 atsidi pelkistettyä amiiniksi ja kolmoissidos kaksoissidokseksi. (Z)-oroidiinia 43 




Kuva 10. Oroidiinin 23 kuusivaiheinen synteesireitti (Lindel ja Hochgürtel 2000). 
 
Berrée (2002) ryhmineen kehitti Suzuki-kytkentäreaktioon perustuvan reitin 
oroidiinianalogien syntetisoimiseksi. Myös tämän reitin etuna on, että oroidiinin  
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2-aminoimidatsolirengas pystytään korvaamaan muilla heterosykleillä. Berrée 
ryhmineen korvasi 2-aminoimidatsolirenkaan muun muassa pyridiinillä, joka on valittu 
esimerkkiheterosykliksi synteesikaavioon (Kuva 11). Boronaattituote 44 valmistetaan  
t-Boc-suojatusta propargyyliamiinista 37 hydroboraatioreaktiolla di-
isopinokamfyyliboraanin (Ipc2BH) kanssa 54 %:n saannolla. Ipc2BH valmistetaan in 
situ boraani-metyylisulfidikompleksista ja (-)-α-pineenista. Kaksoissidos muodostetaan 
refluksoimalla boronaattituotetta 44 ja heteroaryylihalidia 45 1,2-dimetoksietaanissa 
(DME) käyttäen katalyytteinä Pd(PPh3)4:a ja K2CO3:n 2 M vesiliuosta. Suojaryhmä 
poistetaan sekoittamalla yhdistettä 46 etyyliasetaatissa (EtOAc), jossa on metanolia ja 
asetyylikloridia. Asylointi suoritetaan DMF:ssa käyttäen katalyyttinä Na2CO3:a, jolloin 
saadaan haluttu oroidiinianalogi 48. Viimeinen reaktiovaihe mahdollistaa myös 
pyrrolirenkaan korvaamisen erilaisilla heterosyklisillä rakenteilla. 
 
 







4  TYÖN TARKOITUS 
 
Työn tarkoituksena on syntetisoida uusia klatrodiinin analogeja ja tutkia rakenteen 
muutosten vaikutuksia biologiseen aktiivisuuteen. Rakennemuutokset suunniteltiin 
kohdistuvaksi klatrodiinin 2-aminoimidatsolipäähän. Tavoitteena oli syntetisoida 
yhdisteitä, joissa 2-aminoimidatsolirengas on korvattu erilaisilla heteroaromaattisilla 
rakenteilla (yhdisteryhmä 1) (Kuva 12). Lisäksi päätettiin tehdä klatrodiinin  
2-aminobentsotiatsolianalogi 52, jossa hiilivetyrangan jäykistämisessä on käytetty 
kaksoissidoksen sijasta heterorenkaassa kiinni olevaa bentseenirengasta. 
Aktiivisuuskokeissa tutkitaan syntetisoitujen yhdisteiden vaikutusta jänniteherkkien 
natriumkanavien eri isoformien toiminnan muuttumiseen. 
 
 
Kuva 12. Ylärivissä suunniteltuja yhdisteryhmän 1 molekyylejä 49‒51 ja alarivissä 
klatrodiinin 2-aminobentsotiatsolianalogi 52. 
 
 
5  SYNTEESIREITIT 
 
5.1  Synteesisuunnitelmat 
 
Yhdisteryhmän 1 ja yhdisteen 52 syntetisoimiseksi suunniteltiin kaksi erilaista reittiä. 
Ryhmän 1 yhdisteiden synteesisuunnittelussa pohdittiin mahdollisuutta käyttää hyväksi 
klatrodiinin, oroidiinin ja hymenidiinin julkaistuja synteesireittejä, joita on esitelty 
luvussa 3.2. Nämä reitit eivät tarjonneet suoraa vaihtoehtoa, koska suunnittelun 
lähtökohtana oli, että reitin ensimmäiset vaiheet olisivat samanlaiset kullekin yhdisteelle 
ja yhdisteen rankaan liitettäisiin viimeisessä vaiheessa haluttu heterosyklinen yhdiste. 
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Jos reitti toimisi, se mahdollistaisi usean yhdisteen syntetisoimisen käyttämällä samoja 
lähtöaineita. Suzuki-kytkentäreaktiota ei hyödynnetty, koska synteesireitti havaittiin 
vasta myöhemmin uutta kirjallisuushakua tehtäessä. 
 
Yhdisteryhmän 1 suunnittelussa mallimolekyylinä pidettiin klatrodiinin analogia 49, 
jossa 2-aminoimidatsolirengas on korvattu 2-aminotiatsolirenkaalla. Yhdisteestä ei 
löytynyt kirjallisuusviitteitä, joten tehtiin retrosynteettinen analyysi (Kuva 13), jossa 
katkaisut tehtiin kaksois- ja amidisidoksen kohdista. Klatrodiinin kaltaisten yhdisteiden 
synteeseissä on käytetty kaksoissidoksen muodostamiseen Wittig-reaktiota, joten se oli 
luontevaa valita tähän synteesisuunnitelmaan (Little ja Webber 1994). Tarkasteltaessa 
kaupallisesti saatavilla olevia heterosyklisiä yhdisteitä huomattiin, että 
aldehydisubstituoituja yhdisteitä (esim. 2-aminotiatsoli-5-karboksialdehydi 54) on 
monipuolisesti, kun vastaavasti metyylibromattuja on niukasti. Suojaryhmien käytön 
välttämiseksi päädyttiin tekemään asylointi synteesireitin ensimmäisessä vaiheessa, 
koska etanoliamiinin 57 hydroksyylin bromauksessa yhdiste olisi todennäköisesti 
jatkoreagoinut vapaan aminoryhmän kanssa.  
 
 
Kuva 13. Retrosynteettinen analyysi klatrodiinin 2-aminotiatsolianalogille 49. 
 
Nelivaiheisessa synteesireitissä (Kuva 14, synteesireitti 1) lähtöaineina käytetään  
2-etanoliamiinia 57 ja 2-(triklooriasetyyli)pyrrolia 26, joiden annetaan reagoida 
huoneenlämmössä Na2CO3-katalyytin läsnä ollessa (Lindel ja Hochgürtel 2000). 
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Toisessa vaiheessa yhdistettä 60 refluksoidaan kloroformissa PBr3:n kanssa, jolloin 
saadaan hydroksyyli muutettua bromiksi (Kniess ym. 2003). Syntyneestä 
bromiyhdisteestä 61 tehdään Wittig-reaktiota varten trifenyylifosfiinijohdannainen 62 
refluksoimalla sitä yhdessä Ph3P:n kanssa kloroformissa (Mayer ym. 2003). Viimeisessä 
vaiheessa yhdisteen 62 annetaan reagoida ensin n-butyylilitiumin (n-BuLi) kanssa, 




Kuva 14. Yhdisteryhmän 1 synteesivaiheet (synteesisuunnitelma 1). 
 
Yhdisteestä 52 ei löytynyt kirjallisuudesta viitteitä, joten sille tehtiin retrosynteettinen 
analyysi (Kuva 15). Katkaisut tehtiin amidisidoksen kohdalta sekä 2-aminotiatsolin ja 
bentseenirenkaan välistä. 2-aminobentsotiatsolien synteeseissä käytetään 
aniliinijohdannaisia, joten lähtöaineeksi saatiin 4-aminobentsyyliamiini 64 (Patel ym. 
2011). 4-aminobentsyyliamiinin käytöstä ajateltiin seuraavan selektiivisyysongelmia 
vapaiden aminoryhmien välillä sekä asylointi- että renkaanmuodostusreaktioissa. 
Tämän välttämiseksi päädyttiin käyttämään lähtöaineena 4-aminobentsonitriiliä 65 ja 





Kuva 15. 2-aminobentsotiatsolijohdannaisen 52 retrosynteettinen analyysi. 
 
Viisivaiheisen synteesireitin (Kuva 16, synteesireitti 2) ensimmäisessä reaktiossa 
saadaan t-Boc-suojattua aniliinijohdannaista 66 sekoittamalla 4-aminobentsonitriiliä 65 
kuivassa dikloorimetaanissa (DCM) di-tert-butyylidikarbonaatin (Boc2O) kanssa. 
Reaktion katalyyttinä käytetään 4-dimetyyliaminopyridiiniä (DMAP). Nitriilin 
pelkistyksessä amiiniksi käytetään Pd/C-katalyyttiä hieman happamassa liuoksessa (Suh 
ym. 2005). Kolmannessa vaiheessa yhdiste 67 reagoi 2-(triklooriasetyyli)pyrrolin 
kanssa muodostaen amidin 68 (Lindel ja Hochgürtel 2000). Reaktio suoritetaan 
kuivassa DMF:ssa ja katalyyttinä käytetään Na2CO3:a. t-Boc-suojaryhmät poistetaan 
TFA:lla (20 V-%) dikloorimetaanissa. Lopputuote 52 saadaan, kun Br2 lisätään 
tipoittain jäähauteella olevaan reaktioseokseen, jossa on välituotetta 68 etikkahapossa 
yhdessä NH4SCN:n kanssa (Patel ym. 2011). Tämän jälkeen saatua seosta sekoitetaan 
jäähauteella kaksi tuntia, sitten huoneenlämmössä kymmenen tuntia ja annetaan seistä 
yön yli. Kirjallisuudesta ei löytynyt viitteitä välituotteista, joten reaktiot on suunniteltu 





Kuva 16. 2-aminobentsotiatsolijohdannaisen 52 synteesivaiheet (synteesisuunnitelma 
2). 
 
5.2  Klatrodiinin 1H-pyrroli-2-karboksiamidi- ja 2-(1H-pyrrol-2-yyli)- 
4,5-dihydro-oksatsolianalogien synteesit (synteesireitti 1) 
 
Synteesireitin 1 ensimmäistä reaktiota tehtiin kahdella tavalla. Ensin tehtiin 
synteesisuunnitelman mukainen reaktio, jossa 2-(triklooriasetyyli)pyrrolia 26 ja 
etanoliamiinia 57 sekoitettiin huoneenlämmössä kolme tuntia kuivassa DMF:ssa 
käyttäen Na2CO3:a katalyyttinä. Tuotetta 60 käytettiin seuraavaan reaktiovaiheeseen 
puhdistamatta raakasaannon ollessa 62 %. Tuotteen kuivaaminen DMF:sta oli vaikeaa, 
joten kun sitä tehtiin lisää, pohdittiin reaktion tekemistä eri liuottimessa. Jacobsen 
(2010) tutkimusryhmineen oli syntetisoinut kyseistä yhdistettä 72 %:n saannolla ilman 
katalyyttiä kuivassa tetrahydrofuraanissa (THF). Tätä menetelmää kokeiltiin, mutta 
TLC-analyysin mukaan reaktio ei edennyt halutulla tavalla, joten reaktioseokseen 
lisättiin 24 tunnin sekoittamisen jälkeen puoli ekvivalenttia Na2CO3:a. Reaktio 
lopetettiin 24 tunnin kuluttua, vaikka lähtöainetta 26 oli vielä jäljellä. Reaktion saanto 
pylväskromatografisen puhdistuksen jälkeen oli 41 %, mikä oli huomattavasti pienempi 
kuin Jacobsenin ryhmän saama, vaikka reaktion etenemiseen yritettiin vaikuttaa 
lisäämällä pieni määrä katalyyttiä (Kuva 17). Reaktiossa syntyi myös pieni määrä TLC-





perusteella sivutuote on yhdiste, jossa 2-(triklooriasetyyli)pyrroli on reagoinut myös 
etanoliamiinin hydroksyylin kanssa. 
 
 
Kuva 17. N-(2-hydroksietyyli)-1H-pyrroli-2-karboksiamidin 60 synteesi. 
 
Synteesireitin toisessa vaiheessa välituotetta 60 refluksoitiin kloroformissa PBr3:n  
(1 ekv) kanssa 19 tuntia (Kniess ym. 2003). TLC-analyysin mukaan lähtöainetta oli 
vielä jäljellä, minkä takia lisättiin PBr3:a (0,5 ekv) ja refluksoitiin vielä kaksi tuntia. 





sekä massaspektrometrian avulla tunnistettiin yhdisteeksi 71, jossa amidisidos oli 
reagoinut bromin kanssa muodostaen 4,5-dihydro-oksatsolirenkaan (Kuva 18). Kniess 
(2003) työryhmineen raportoi 4,5-dihydro-oksatsoli sivutuotteesta, jota saatiin 
päätuotteena, kun käytettiin yhden ekvivalentin sijasta kaksi ekvivalenttia PBr3:a. 
Heidän synteesissä pyrrolin tilalla oli erilainen aromaattinen rakenne. 
 
 
Kuva 18. N-(2-hydroksietyyli)-1H-pyrroli-2-karboksiamidin 60 hydroksyyliryhmän 
bromaus ei onnistunut PBr3-menetelmällä, vaan reaktiossa muodostui 2-(1H-pyrrol-2-
yyli)-4,5-dihydro-oksatsolia 71. 
 
Reaktiota kokeiltiin uudestaan käyttämällä PBr3:a vain yhden ekvivalentin verran ja 
säteilyttämällä reaktioliuosta mikroaalloilla Biotage-laitteella (100 °C) kahden tunnin 
ajan. Syntynyt reaktioseos analysoitiin 
1
H-NMR:llä, jota verrattiin edellisen reaktion 
tuloksiin. Seoksesta suurin osa oli syklisoitunutta tuotetta 71 sekä pienempi määrä 




Pohdittiin reaktion lämmittämisen vaikutusta 4,5-dihydro-oksatsolituotteen 71 
syntymiseen. Tehtiin uusi reaktio huoneenlämmössä kuivassa kloroformissa käyttämällä 
PBr3:a (1 ekv). Reaktio lopetettiin kolmen tunnin sekoittamisen jälkeen, vaikka TLC-
analyysin mukaan lähtöainetta oli vielä jäljellä. 
1
H-NMR-analyysin perusteella 
reaktioseoksessa oli lähtöaineen lisäksi 4,5-dihydro-oksatsolituotetta 71. 
Reaktioseoksen lämmittämisellä ei näin ollen ollut vaikutusta tuotteeseen vaan 
ainoastaan sen muodostumisnopeuteen. 
 
Fotopolou (2008) työryhmineen oli bromannut vastaavan indolilähtöaineen 
hydroksyyliryhmän Appel-reaktiolla, jossa lähtöainetta sekoitetaan kuivassa 
dikloorimetaanissa yhdessä Ph3P:n ja CBr4:n kanssa huoneenlämmössä kahden tunnin 
ajan. Reaktion saanto oli 57 % eikä mahdollisista sivutuotteista ollut mainintaa. Reaktio 
suoritettiin edellä kuvatulla tavalla, missä ongelmaksi muodostui päästä eroon 
reaktiossa muodostuneesta trifenyylifosfiinioksidista. Se eluoitui 
pylväskromatografisessa puhdistuksessa tuotteen kanssa samalla nopeudella, eikä 
1
H-
NMR:n avulla pystytty päättelemään, oliko haluttua tuotetta muodostunut. 
 
Ongelman ratkaisemiseksi reaktio tehtiin uudestaan käyttämällä tavallisen Ph3P:n tilalla 
kiintokantajaan sidottua trifenyylifosfiinia, joka on suodattamalla helposti erotettavissa 
reaktioseoksesta. Reaktiossa ei syntynyt haluttua bromiyhdistettä 61 vaan aiempien 
reaktioiden tapaan 4,5-dihydro-oksatsoliyhdistettä 71 (Kuva 19). 
1
H-NMR-analyysi 




Kuva 19. N-(2-hydroksietyyli)-1H-pyrroli-2-karboksiamidin 60 hydroksyyliryhmän 
bromaus ei onnistunut Appel-reaktiolla, vaan reaktiossa muodostui 2-(1H-pyrrol-2-
yyli)-4,5-dihydro-oksatsolia 71. 
 
Päätettiin kokeilla, tapahtuuko renkaan muodostuminen myös yhtä hiiltä pidemmällä 
ketjulla. Syntetisoitiin yhdiste 73 käyttämällä lähtöaineena 3-amino-1-propanolia 72  
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2-aminoetanolin sijasta, jolloin reaktion saanto oli 63 %. Hydroksyylin bromauksessa 
käytettiin edellä kuvattua Appel-reaktiota, missä trifenyylifosfiini oli kiintokantajaan 
sidottu. 
1
H-NMR:n mukaan raakatuotteessa oli pääosin syklisoitunutta tuotetta 74, joten 




Kuva 20. Hiilivetyketjun pidentäminen yhdellä hiilellä johti kuusirenkaan 
muodostumiseen Appel-reaktiossa. 
  
Retrosynteettisessä analyysissä oli pohdittu, kannattaako välituotteesta 60 muodostaa 
Wittig-reaktiota varten trifenyylifosfiinijohdannainen vai aldehydi. 
Trifenyylifosfiinijohdannaiseen oli päädytty kaupallisesti hyvin saatavilla olevien 
aldehydiyhdisteiden takia. Välituotteesta 60 päätettiin kuitenkin kokeilla tehdä aldehydi. 
Hapettimena käytettiin Dess-Martin perjodinaania ja reaktio suoritettiin kuivassa 
dikloorimetaanissa (Kuva 21) (Mroczkiewicz ja Ostaszewski 2009). Viitteen perusteella 
ajateltiin, että reaktiossa syntyy pääasiassa aldehydituotetta, mutta TLC-levyllä 
havaittiin usea piste. Pylväskromatografisessa puhdistuksessa ei saatu eristettyä haluttua 
aldehydiyhdistettä 75.  
 
 
Kuva 21. Yhdisteen 60 hydroksyylin hapetus Dess-Martin perjodinaanilla ei tuottanut 
haluttua aldehydiä 75. 
 
Appel-reaktiossa muodostui hyvällä saannolla mielenkiintoista 4,5-dihydro-
oksatsoliyhdistettä 71, minkä takia pohdittiin, miten yhdistettä voitaisiin käyttää 
hyväksi. Amidisidoksen korvaaminen 4,5-dihydro-oksatsolirenkaalla klatrodiinin 
analogeissa olisi tuottanut uudenlaisia rakenteita rakenne-aktiivisuustutkimuksia varten. 
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4,5-dihydro-oksatsoliyhdisteestä 71 pystyisi reaktiota jatkamaan synteesisuunnitelman 1 
mukaisesti, jos 4,5-dihydro-oksatsolirenkaassa olisi kiinni metyylibromidi. Tällaisen 
rakenteen ajateltiin syntyvän, jos bromattavia hydroksyylejä olisi kaksi, joista toinen 
reagoisi amidisidoksen kanssa muodostaen 4,5-dihydro-oksatsolin toisen jäädessä 
bromidiksi. 
 
Ensimmäisessä synteesivaiheessa muodostettiin dihydroksyyliyhdiste 77. Reaktio 
suoritettiin kuten yhdisteen 60, mutta 2-aminoetanolin tilalla käytettiin 2-amino-1,3-
propaanidiolia 76 (Kuva 22). Hydrofiilisyytensä takia 2-amino-1,3-propaanidioli ei 
liuennut kunnolla huoneenlämpöiseen THF:iin, joten reaktioseosta lämmitettiin 
öljyhauteella (60 °C) sekoittamisen ajan. Reaktiossa saatiin haluttua yhdistettä 77 40 
%:n saannolla. Hydrofiilisyytensä takia tuote menee pesujen yhteydessä vesifaasiin. 
Tätä ei aluksi ymmärretty ja tuotetta etsittiin orgaanisesta faasista, josta yhdeksi 
sivutuotteeksi analysoitiin NMR:llä ja massa-analyysillä yhdiste 78, jossa toinen 
hydroksyyliryhmistä on myös reagoinut 2-(triklooriasetyyli)pyrrolin kanssa. 
Orgaaniseen faasiin jää suurin osa myös muista sivutuotteista, mikä helpottaa yhdisteen 
77 lopullista puhdistamista pylväskromatografialla. 
 
 
Kuva 22. N,N-bis(2-hydroksietyyli)-1H-pyrroli-2-karboksiamidin 77 synteesi. 
 
Yhdisteen 77 hydrofiilisyyden takia Appel-reaktiota ei voitu tehdä dikloorimetaanissa 
kuten aiemmin. Reaktiota on tehty onnistuneesti myös käyttämällä liuottimena 
asetonitriiliä (MeCN) (Silverman ja Nanavati 1990). Liuottimen vaihdon lisäksi 
kaksinkertaistettiin CBr4:n ja Ph3P:n määrät. Reaktio toimi hyvin 89 %:n saannolla eikä 
TLC-analyysin mukaan ollut havaittavissa sivutuotteita (Kuva 23). Tuotteessa 79 on 
kiraalinen hiili ja reaktiossa syntyi raseeminen seos. 
1
H-NMR:n perusteella 
epäpuhtauksia oli vain hyvin pieniä määriä, joten tuotetta käytettiin puhdistamattomana 
seuraavassa reaktiovaiheessa. Reaktion edistymistä seurattaessa TLC-levyllä oli 
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havaittavissa haluttua yhdistettä hitaammin liikkuva piste, joka hävisi kokonaan 
reaktion edetessä.  
 
 
Kuva 23. 4-(bromimetyyli)-2-(1H-pyrrol-2-yyli)-4,5-dihydro-oksatsolin 79 synteesi 
Appel-reaktiolla. 
 
Reaktion kulun selvittämiseksi kerättiin reaktioseoksesta massanäytteitä eri ajanhetkiltä. 
Massa-analyysin perusteella TLC-analyysissä näkynyt sivutuote oli 4,5-dihydro-
oksatsolirenkaan muodostanut yhdiste 80, jossa toinen hydroksyyliryhmä oli vielä 
reagoimatta (Kuva 24). Reaktioseoksesta ei ollut havaittavissa yhdisteitä 81 ja 82, joissa 
olisi ollut yksi tai molemmat hydroksyyliryhmät bromattuja ilman 4,5-dihydro-
oksatsolirengasta. Tämä vahvisti jo aiemman epäilyksen, ettei bromiyhdistettä 71 pysty 




Kuva 24. 4-(bromimetyyli)-2-(1H-pyrrol-2-yyli)-4,5-dihydro-oksatsolin 79 synteesissä 
havaittiin muodostuvan välituotetta, joka massa-analyysin perusteella oli yhdiste 80. 
Reaktioseoksessa ei ollut havaittavissa yhdisteitä 81 ja 82.  
 
Samaa menetelmää käytettiin syntetisoitaessa lisää 4,5-dihydro-oksatsolituotetta 71 
aktiivisuuskokeita varten, koska bromauksen kokeilureaktioissa käytetyt määrät olivat 
hyvin pieniä eikä kaikista reaktioista tuotetta ollut eristetty (Kuva 25). Tuotetta saatiin 
eristettyä ainoastaan 38 %:n saannolla. Ero on huomattava verrattuna yhdisteen 79 
saantoon, mutta sen syytä ei tiedetä. Reaktiota tehtäessä saattoi käydä joku 





Kuva 25. 2-(1H-pyrrol-2-yyli)-4,5-dihydro-oksatsolin 71 saanto jäi Appel-reaktiossa 
odotettua pienemmäksi. 
 
Wittig-reaktioiden tuotteiden erottaminen trifenyylifosfiinioksidista saattaa aiheuttaa 
ongelmia, minkä välttämiseksi tutkittiin mahdollisuutta käyttää reaktiossa 
kiintokantajaan sidottua trifenyylifosfiinia. Westman (2001) oli kehittänyt menetelmän, 
jossa kaksoissidos muodostettiin nopeassa viiden minuutin one-pot Wittig-reaktiossa 
hyödyntämällä mikroaaltoja ja käyttämällä kiintokantajaan sidottua trifenyylifosfiinia. 
Reaktion toimivuutta yhdisteellä 79 testattiin 30 minuutin mikroaaltoreaktiossa 
käyttämällä toisena lähtöaineena 3-pyridiinikarboksialdehydiä 83 (Kuva 26). TLC-
analyysi osoitti reaktiossa muodostuneen useita tuotteita, ja reaktioseoksesta saatiin 
erotettua pylväskromatografisessa puhdistuksessa päätuotteeksi eliminaatiotuote 85, jota 
ei ollut muodostunut kuin noin 15 %:n saannolla. Reaktioseoksesta saatiin eristettyä 




C-NMR:t olivat lupaavia ja joka saattoi 
olla haluttua lopputuotetta 84. Yhdiste ei kuitenkaan ollut puhdasta ja mahdollisen 
prosentin saannon takia reaktiota ei toistettu suuremmilla lähtöainemäärillä. 
 
 
Kuva 26. Mikroaaltoavusteinen one-pot Wittig-reaktio ei toiminut, ja reaktioseoksesta 
saatiin eristettyä ainoastaan eliminaatiotuotetta 85. 
 
Reaktion ongelmana oli, että bromattua lähtöainetta 79 käytettiin nelinkertainen määrä 
aldehydilähtöaineeseen 83 verrattuna. Haluttua lopputuotetta 84 ei tällöin saataisi 
reaktiosta kuin korkeintaan reilu neljännes suhteessa käytettyyn lähtöaineeseen. 
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Reaktiota kokeiltaessa pienillä määrillä voi lopputuotteen määrä jäädä näin helposti niin 
pieneksi, ettei sitä saa reaktioseoksesta eristettyä ja analysoitua, vaikka saanto olisikin 
ollut kohtuullinen.  
 
Westman (2001) oli myös kokeillut onnistuneesti kiintokantajaan sidotun 
trifenyylifosfiinin ja mikroaaltojen hyväksikäyttöä vaiheittain suoritetussa Wittig-
reaktiossa, jossa ensimmäisessä vaiheessa bromidilähtöaine reagoi trifenyylifosfiinin 
kanssa. Tätä ensimmäistä vaihetta kokeiltiin säteilyttämällä reaktioseosta mikroaalloilla 
kolme kertaa 30 minuuttia (150 °C). Jaksojen välissä reaktioseoksesta tehtiin TLC-
analyysit. Lähtöaineen pisteen voimakkuus olisi kuulunut pienentyä ja lopulta hävitä 
trifenyylifosfiiniin kiinnittymisen seurauksena. Näin ei käynyt vaan TLC-levylle 
ilmestyi lähtöaineen lisäksi neljä muutakin pistettä, joita ei eristetty ja analysoitu.  
 
Fosfoniumsuolan muodostamista kokeiltiin tavallisella trifenyylifosfiinilla, jota 
refluksoitiin yhdessä yhdisteen 79 kanssa kloroformissa (Mayer ym. 2003). Yhdisteet 
eivät reagoineet keskenään muodostaakseen fosfoniumsuolaa, joten kokeiltiin, onko 
mikroaalloilla vaikutusta reaktion etenemiseen. Mikroaaltoreaktion toimivuutta 
kokeiltiin sekä kloroformissa että tolueenissa. Kummassakaan tapauksessa säteilytys 
mikroaalloilla ei tuottanut haluttua tulosta. Käytetyt menetelmät 
trifenyylifosfiinijohdannaisen 86 tekemiseksi on esitetty kuvassa 27. 
 
 
Kuva 27. Wittig-reaktiossa tarvittavaa trifenyylifosfiinijohdannaista ei onnistuttu 
valmistamaan useista yrityksistä huolimatta. a) I: Ph3P (kiintokantajaan sidottu, 1 ekv), 
MeOH, 150 °C, 3 x 30 min, II: Ph3P (1,1 ekv), CHCl3, refl. 48 h, III: Ph3P (2 ekv), 
CHCl3, MW, 100 °C, 2 x 120 min, IV: Ph3P (2 ekv), tolueeni, MW, 150 °C, 120 min. 
 
Wittig-reaktion toimimattomuuden takia suunniteltiin bromiyhdisteen 79 reagoivan 
aldehydin 83 kanssa Grignard-reaktiolla ja kaksoissidoksen muodostuvan eliminaatiolla 
(Kuva 28) (Chen ym. 2004). Grignardin reagenssi yritettiin valmistaa sekoittamalla 
kuivassa THF:ssa bromiyhdistettä 79 yhdessä Mg:n (1,5 ekv) kanssa käyttäen 1,2-
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dibromietaania katalyyttinä 65 °C:n lämpötilassa. Kiinteän magnesiumin vähenemistä 
tai Grignard-reaktion aiheuttamaa liuoksen sumenemista ei havaittu kolmen tunnin 
sekoittamisen aikana, joten reaktio keskeytettiin tuloksettomana. Reaktion 
epäonnistumiseen saattoi vaikuttaa, ettei bromiyhdiste 79 liukene THF:iin erityisen 
hyvin, jolloin yhdisteen konsentraatio liuoksessa on matala ja todennäköisyys Mg:n 
kanssa reagoimiseen laskee.  
 
 
Kuva 28. Grignard-reaktio ei toiminut, koska magnesium ei reagoinut lähtöaineen 79 
kanssa. 
 
Bromiyhdiste 79 pystytään muuttamaan aldehydiksi lämmittämällä sitä 
dimetyylisulfoksidissa (DMSO) emäskatalyytin läsnä ollessa. Kokeiltiin tämän 
Kornblum-reaktion onnistumista yhdisteelle, koska aldehydiyhdiste 88 olisi 
mahdollistanut Wittig-reaktion kokeilemisen, kun toisena lähtöaineena olisi käytetty 
erilaisia heterosyklisiä trifenyylifosfiinijohdannaisia. Reaktio suoritettiin 
mikroaaltoavusteisesti (Kuva 29) (Xu ym. 2007). TLC-analyysin mukaan reaktiossa 
syntyi yhtä tuotetta, jonka analysoitiin 
1
H-NMR:n perusteella olevan sama 
eliminaatiotuote 85, jota syntyi one-pot Wittig-reaktiossa.  
 
 
Kuva 29. Kornblum-reaktiossa ei muodostunut haluttua aldehydiyhdistettä 88, vaan 




Pohdittiin mahdollisuutta liittää bromiyhdisteeseen 79 uusia funktionaalisia ryhmiä 
nukleofiilisen substituutioreaktion avulla. Reagoiminen asetyleenijohdannaisten kanssa 
ja kolmoissidoksen pelkistäminen mahdollistaisivat, että kaksoissidos saataisiin 
rakenteeseen, tosin yhtä hiiltä pidempänä ketjuna. Reaktion onnistumista kokeiltiin 
fenyyliasetyleenillä 89 n-BuLi-reaktiossa (Kuva 30) (Buck ja Chong 2001). Reaktio 
eteni hitaasti ja se lopetettiin, vaikka TLC-analyysin mukaan lähtöainetta oli vielä 
paljon jäljellä. Pylväskromatografisesti reaktioseoksesta eristetty tuote analysoitiin 
1
H-




Kuva 30. n-BuLi-reaktiossa muodostui 4-metyyli-2-(1H-pyrrol-2-yyli)oksatsolia 85 
eliminaatiotuotteena. 
 
5.3  Klatrodiinin 2-aminobentsotiatsolianalogien synteesit (synteesireitti 2) 
 
Synteesireitin 2 ensimmäisessä vaiheessa, jossa 4-aminobentsonitriilin aminoryhmä 
suojattiin, muodostui TLC-analyysin mukaan kaksi tuotetta. Yhdisteet tunnistettiin 
1
H-
NMR:llä. TLC-levyllä nopeammin liikkuva tuote oli haluttu yhdiste 66, jossa 
aminoryhmään oli kiinnittynyt kaksi t-Boc-suojaryhmää. Hitaammin liikkuvassa 
puolestaan oli vain yksi t-Boc-suojaryhmä. Reaktion huono saanto (38 %) johtui, ettei 
reaktio edennyt kunnolla loppuun asti ja yhden t-Boc-suojaryhmän tuotetta 91 
muodostui 38 %:n saannolla. 
 
Yhdisteen 66 nitriilin pelkistys amiiniksi suoritettiin Pd/C-katalysoidulla reaktiolla H2-
atmosfäärissä happamassa etanoliliuoksessa. Suojaryhmä ei kestä kovinkaan happamia 
liuoksia (pH < 4), joten reaktiossa ei voitu käyttää viitteen mukaista määrää 
vetykloridihappoa vaan liuoksen pH säädettiin sillä neljään. Reaktio toimi kuitenkin 
hyvin (raakasaanto 95 %), eikä 
1
H-NMR-analyysissä ollut havaittavissa suuria määriä 
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epäpuhtauksia, joten saatua tuotetta käytettiin puhdistamatta seuraavaan vaiheeseen. 
Ongelmia tuotti tuotteen kuivaus, eikä kaikkea etanolia (EtOH) saatu poistettua 
vakuumissa pitämisestä huolimatta. 
 
Yhdiste 68 muodostettiin asylointireaktiolla, joka TLC-analyysin mukaan eteni 
huonosti. Reaktio lopetettiin 42 tunnin kohdalla, ja sen saanto pylväskromatografisen 
puhdistuksen jälkeen oli ainoastaan 17 %. Viitteen mukaan reaktio olisi kuulunut 
suorittaa kuivassa DMF:ssa, mutta THF:a käytettiin, koska tuotteen kuivaaminen 
DMF:sta on usein työlästä ja hankalaa. THF:a oli myös käytetty DMF:n tilalla yhdisteen 
60 synteesissä, joten liuottimen valinta tuntui perustellulta.  
 
Suojaryhmät poistettiin nopealla reaktiolla sekoittamalla yhdistettä 68 
dikloorimetaanissa yhdessä TFA:n kanssa tunnin ajan huoneenlämmössä. Reaktio toimi 
hyvin, ja NMR-analyysin mukaan tuote 69 oli melkein puhdasta (raakasaanto 95 %). 
Uudelleenkiteytys kloroformista ei kuitenkaan toiminut halutulla tavalla ja saanto oli 








Synteesireitin ensimmäisen ja kolmannen reaktion huonojen saantojen takia välituotetta 
69 oli vain pieni määrä viimeistä reaktiota varten, joten päätettiin ensin tehdä 
kokeilureaktio malliyhdisteellä (Kuva 32). Lähtöaineena käytettiin 4-metyylianiliinia 
92, joka liuotettiin etikkahappoon NH4SCN:n kanssa. Seos laitettiin jää-suolahauteelle, 
jolloin etikkahappo kiinteytyi. Viitteen mukaan olisi pitänyt käyttää mekaanista 
sekoittajaa, mutta pienten määrien takia sen käyttö ei ollut mahdollista, joten reaktio 
päätettiin tehdä huoneenlämmössä (Patel ym. 2011). Etikkahapon nesteydyttyä 
reaktioseokseen lisättiin tipoittain Br2 etikkahapossa. Saatua seosta sekoitettiin viisi 
tuntia, jonka jälkeen sekoitus otettiin pois ja jätettiin yön yli huoneenlämpöön 
seisomaan. Yön aikana seos oli kiinteytynyt ja TLC-levyllä havaittiin usea piste, mutta 
ei lähtöainetta. Viitteen mukaisella reaktion lopetuksella, johon kuuluivat 
reaktioseoksen lämmitys, suodatus ja suodoksen pH:n nostaminen, ei saatu haluttua 
tuotetta 93 sakkaamaan ulos liuoksesta. Uuttaminen EtOAc:lla toimi paremmin ja saatu 




Kuva 32. 6-metyylibentso[d]tiatsoli-2-amiinin 93 synteesi toimi huonolla saannolla. 
 
Huonon saannon takia päätettiin kokeilla, saisiko reaktion olosuhteita muuttamalla 
parempaa saantoa. Kirjallisuudesta löytyi viite, jonka mukaan 2-aminobentsotiatsoleja 
muodostettaessa muurahaishappo on reaktiossa parempi liuotin kuin etikkahappo 
(Kunzek ja Barnikov 1973). Edellisessä reaktiossa oli käytetty viitteen mukaisesti 
ylimäärin NH4SCN:a (8 ekv). Näin suurelle määrälle ei nähty perusteita, joten sen 
määrä pienennettiin kahteen ekvivalenttiin. Lähtöaineena käytettiin  
4-aminobentsonitriiliä 65, koska reaktion onnistuminen olisi mahdollistanut 
jatkoreaktioiden tekemisen. Lähtöaineet reagoivat kiivaasti bromin lisäyksen 
yhteydessä, jonka aikana kiinteä keltainen tuote sakkasi ulos reaktioseoksesta. Saatiin 
usean yhdisteen seos, josta ei saatu useista yrityksistä huolimatta eristettyä haluttua 
yhdistettä 94, jota reaktiossa oli massa-analyysin perusteella muodostunut jonkin verran 
41 
 
(Kuva 33). Vain osa sivutuotteista saatiin tunnistettua 
1
H-NMR- ja massa-analyysien 
perusteella, joista saatiin selville, että 4-aminobentsonitriilin aminoryhmä oli reagoinut 
muurahaishapon kanssa muodostaen yhdistettä 95 sekä oli muodostunut dibromattu 
tuote 96 (todella vähän).  
 
 
Kuva 33. 2-aminobentso[d]tiatsoli-6-karbonitriilin 94 synteesissä muodostui usean 
yhdisteen seos, josta haluttua tuotetta ei saatu eristettyä. 
 
Reaktiossa muutettiin kolmea parametria (lähtöaine, liuotin ja NH4SCN:n määrä) 
samanaikaisesti, joten suoraviivaisia johtopäätöksiä muutosten vaikutuksesta ei pysty 
tekemään. Muurahaishappo etikkahappoa vahvempana happona näyttäisi nopeuttavan 
reaktioita ja ainakin ilman reaktioseoksen jäähdyttämistä reaktiot etenevät kiivaasti. 
Reaktio ei ollut hyvin kontrolloitu, koska sivutuotteita syntyi paljon. Etikkahappo 
vaikuttaisi olevan reaktion hallittavuuden kannalta siis parempi vaihtoehto. 
 
Synteesireitti 2:ssa neljän ensimmäisen reaktiovaiheen kokonaissaanto oli alle 6 %, 
vaikka viimeisessä reaktiovaiheessa olisi käyttänyt neljännen reaktion puhdistamatonta 
tuotetta. 2-aminobentsotiatsoliyhdisteiden kokeilusynteesien perusteella viimeisen 
reaktion saannon odotusarvo oli 10 % luokkaa. Välituotteen 69 vähäisyyden takia ei 
ollut mielekästä kokeilla sillä synteesireitin viimeistä reaktiota, joten vaihtoehdoiksi jäi 
tehdä sitä lisää samalla reitillä tai suunnitella kokonaan uusi synteesireitti. Uuden 
synteesireitin suunnittelun kannalle päädyttiin, koska vanhassa synteesireitissä olisi 
joutunut huonojen saantojen takia lähtemään suurista lähtöainemääristä. 
 
Uutta synteesireittiä pohdittaessa palattiin takaisin aiempaan retrosynteettiseen 
analyysiin ja sen katkaisuihin (Kuva 15). Katkaisukohdat olivat ilmeisiä, joten mietittiin 
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mahdollisuutta päästä eroon suojaryhmien käytöstä. Suojaryhmän vaihtoehtona olisi 
ryhmä, jonka pystyisi muuttamaan aromaattiseksi amiiniksi. Uuden analyysin tuloksena 
päädyttiin 4-nitrobentsyyliamiini 97 lähtöaineeseen, jonka todettiin myös olevan 
kaupallisesti saatavilla. Uuden synteesireitin etuna aiempaan oli, että suojaryhmien 
käytöstä pystyttiin luopumaan, mikä lyhensi synteesireitin kolmivaiheiksi (Kuva 34, 
synteesireitti 2.2). Ensimmäisenä reaktiona on asylointi, toisena nitron pelkistys 
amiiniksi ja viimeisenä 2-aminotiatsolirenkaan muodostus. 
 
 
Kuva 34. Synteesisuunnitelma N-((2-aminobentso[d]tiatsol-6-yyli)metyyli)-1H-pyrroli-
2-karboksiamidin 52 syntetisoimiseksi (synteesireitti 2.2). 
 
Tehtiin kirjallisuushaku, jossa katsottiin, löytyykö kirjallisuudesta viitteitä uuden 
synteesireitin kahdesta ensimmäisestä välituotteesta. Pyrrolirengasrakenteisista 
yhdisteistä ei löytynyt viitteitä, mutta vastaavista bentseenirengasrakenteisista 
yhdisteistä löytyi (Baumgartner ym. 2007).  
 
Synteesireitin ensimmäinen vaihe, asylointireaktio 4-nitrobentsyyliamiinihydrokloridin 
ja 2-(triklooriasetyyli)pyrrolin välillä, ei toiminut odotetusti (Kuva 35). Reaktio 
lopetettiin 26 tunnin jälkeen, vaikka TLC-analyysin mukaan lähtöainetta 97 oli vielä 
jäljellä. 
1
H-NMR:n perusteella arvioitiin tuotetta 98 muodostuneen noin 5 %, minkä 





Kuva 35. Asylointireaktio yhdisteen 98 muodostamiseksi ei toiminut odotetusti. 
 
Reaktiota kokeiltiin uudestaan korvaamalla 2-(triklooriasetyyli)pyrroli  
2-tiofeenihappokloridilla 99, koska epäiltiin, että reaktion etenemättömyys johtuisi 
pyrrolilähtöaineen lähtevästä ryhmästä. Happokloridien vastaavasti tulisi reagoida 
nopeasti ja hyvällä saannolla primääristen amiinien kanssa. Reaktion saanto oli 
keskinkertainen (53 %), mikä todennäköisesti johtui, ettei  
4-nitrobentsyyliamiinihydrokloridi liukene tarpeeksi hyvin THF:iin, jolloin reaktio on 
hidas ja happokloridi hajoaa ennen kuin se ehtii reagoimaan amiinin kanssa. 
 
Aromaattisen nitron pelkistämisessä amiiniksi käytettiin Pd/C-katalyyttiä H2-
atmosfäärissä. Reaktiossa syntyi tunnistamatonta sivutuotetta ja halutun amiinituotteen 
101 saanto pylväskromatografisen puhdistuksen jälkeen oli 65 %.  
 
Mallireaktioiden huonon onnistumisen 2-aminobentsotiatsolien syntetisoimiseksi takia 
etsittiin kirjallisuudesta uudestaan vaihtoehtoa synteesin suorittamiseksi. Patel (2012) 
työryhmineen oli syntetisoinut 2-aminobentsotiatsoleita myös aniliinijohdannaisista. 
Erona oli, että tiosyanaatti oli kaliumsuolana ja sitä oli reaktiosta riippuen yhdestä 
kahteen ekvivalenttia sekä bromia oli ainoastaan yksi ekvivalentti aiemmin käytetyn 
kolmen sijasta. Lisäksi huomionarvoinen ero oli, että aniliinijohdannaista sekoitettiin 
yhdessä tiosyanaatin kanssa 10‒20 minuuttia ennen bromin lisäämistä.  
 
2-aminobentsotiatsolituotteen 102 syntetisoimisessa NH4SCN:a käytettiin kaksi 
ekvivalenttia ja Br2:a puolitoista ekvivalenttia. Ennen Br2:n lisäystä välituotetta 101 ja 
NH4SCN:a sekoitettiin etikkahapossa viisi minuuttia, jonka jälkeen Br2 lisättiin 
tipoittain. Reaktiokolvia pidettiin tämän ajan 10‒15 °C vesihauteella reaktioseoksen 
lämpenemisen estämiseksi, minkä jälkeen seosta sekoitettiin vielä kaksi tuntia 
huoneenlämmössä ja annettiin seistä yön yli ilman sekoitusta. TLC-analyysissä 
44 
 
havaittiin levyllä usea piste, muttei lähtöainetta. Mallireaktioiden perusteella tiedettiin, 
etteivät viitteiden mukaiset reaktion lopetukset toimineet ainakaan pienillä määrillä 
toivotusti, joten emäksiseksi tehdystä reaktioseoksesta uutettiin tuotteet orgaanisella 
liuottimella. Pylväskromatografisella puhdistuksella tuote 102 saatiin eristettyä 65 %:n 
saannolla, mikä on huomattavasti parempi kuin ensimmäisen mallireaktion 10 %:n 
saanto. Yhdisteen 102 toimiva kolmivaiheinen synteesireitti on esitetty kuvassa 36. 
 
 
Kuva 36. Toimiva kolmivaiheinen synteesireitti N-((2-aminobentso[d]tiatsol-6-
yyli)metyyli)tiofeeni-2-karboksiamidille 102. 
 
Synteesireitin toimimisen takia päätettiin kokeilla uudestaan pyrrolirenkaisen yhdisteen 
tekemistä sekä syntetisoida muita yhdisteitä, joissa tiofeenirengas on korvattu muilla 
heteroaromaattisilla rakenteilla, vaikka alkuperäinen suunnitelma oli keskittyä  
2-aminoimidatsolipään rakenne-aktiivisuussuhteiden tutkimiseen. Pyrrolituotteen 52 
lisäksi tavoitteena oli vastaavan indolituotteen 105 syntetisoiminen. Näiden kahden 
synteesejä tehtiin rinnakkain. 
 
Indolivälituotteen 103 syntetisoimisessa käytettiin yleistä käytössä olevaa menetelmää 
amidisidoksen muodostamiseksi. Menetelmässä primääristä amiinia sekoitetaan 
huoneenlämmössä karboksyylihapon kanssa kuivassa DMF:ssa (Kuva 37). Reaktion 
katalyytteinä käytetään DMAP:ä sekä N-(3-dimetyyliaminopropyyli)-N’-etyylikarbodi-
imidihydrokloridia (EDC-HCl). Reaktio toimi hyvin ja tuotetta saatiin 83 %:n 
saannolla. 4-nitrobentsyyliamiini liukeni DMF:iin paremmin kuin THF:iin, joten 
pyrroliyhdisteen 98 uusi syntetisoimisyritys tehtiin DMF:ssa. Liuottimen ohella 
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katalyytti vaihdettiin Na2CO3:sta trietyyliamiiniin (Et3N). Liuottimen ja katalyytin 
vaihtaminen vaikutti halutulla tavalla, ja tuotetta 98 muodostui 68 %:n saannolla. 
 
 
Kuva 37. 2-aminobentsotiatsolin pyrroli- ja indolijohdannaisten synteesin viimeisessä 
reaktiossa tuotetta saatiin huonolla saannolla. a) 98: 2-(triklooriasetyyli)pyrroli, Et3N, 
DMF, rt, 22 h, 68 %, 103: indoli-2-karboksyylihappo, EDC-HCl, DMAP, DMF, rt, 5 h, 
83 %, b) H2, Pd/C, EtOH/EtOAc, rt, 4 h, 69: 91 %, 104: 95 %, c) 1. NH4SCN 2. Br2, 
CH3COOH, 52: ~12 %, 105: ~8 %. 
 
Molempien aromaattisten nitroyhdisteiden pelkistyksessä käytettiin tiofeeniyhdisteen 
100 tapaan Pd/C-menetelmää (Kuva 37). Reaktiot toimivat hyvin, eikä sivutuotteiden 
syntymistä ollut havaittavissa TLC-analyysissä, indolituotteen 104 raakasaannon ollessa 
95 % ja pyrrolituotteen 69 91 %. 
1
H-NMR-analyysin mukaan tuotteissa oli vain pieniä 
määriä epäpuhtauksia, joten niitä käytettiin puhdistamatta viimeisessä reaktiovaiheessa. 
 
Pyrrolilopputuotteen 52 viimeinen synteesivaihe suoritettiin saman menetelmän 
mukaan, mikä oli toiminut tiofeenijohdannaiselle 102 (Kuva 37). Erona oli, että ennen 
bromin lisäämistä sekoitusaika oli kymmenen minuuttia. Reaktiossa ei muodostunut 
selvästi erottuvaa sakkaa reaktioseokseen. Tiofeenijohdannaisen 102 synteesissä sakkaa 
oli alkanut muodostua jo bromin lisäämisen loppuvaiheessa.  
2-aminobentsotiatsolituotteet sakkaavat ulos liuoksesta HBr suoloina (Patel ym. 2012). 
Reaktioseoksesta saatiin eroteltua pylväskromatografialla kolme yhdistettä, jotka 
analysoitiin 
1
H-NMR:llä. Lopputuotetta 52 saatiin noin 12 %:n saannolla, jota vielä 
laskee, ettei tuote ollut täysin puhdasta.  Suurin osa lähtöaineesta ei ollut reagoinut ja 





Pyrrolirenkaan protoneja yhdisteessä ei ollut havaittavissa, joten se oli mahdollisesti 
lähtöaineen hajoamistuote. 
 
Lähtöaineen reagoimattomuuden takia ajateltiin, etteivät pyrroliyhdiste 69 ja 
tiosyanaatti ehtineet reagoida kunnolla keskenään ennen bromin lisäämistä. Uudessa 
synteesissä pidennettiin reaktioaikaa yhteen tuntiin ja pidettiin seosta huoneenlämmössä 
ennen bromin lisäystä. TLC-analyysin mukaan lähtöaineen ja tuotteen lisäksi 
reaktioseoksessa oli ainakin kolmea sivutuotetta. Reaktioseokseen lisättiin jäljellä 
olevan lähtöaineen suuren määrän takia vielä puoli ekvivalenttia sekä NH4SCN:a että 
Br2:a 3,5 tunnin kuluttua reaktion aloittamisesta. Olosuhdemuutokset vaikuttivat 
sivutuotteiden määrän lisääntymiseen lopputuotteen 52 saannon (ei täysin puhdasta) 
ollessa noin 10 %. Reaktion etenemiseen ei vaikuttanut kokeilu, jossa sekoitusaika 
ennen bromin lisäystä lyhennettiin kolmeen minuuttiin (kolvi 10‒15 °C vesihauteella). 
Tuotetta ei eristetty, mutta TLC-analyysi oli samanlainen kuin ensimmäisessä 
reaktiossa. 
 
Indolituotetta 105 syntetisoitaessa muodostui keltaista sakkaa ennen bromin lisäystä 
reaktioseokseen. Sakkautumisesta huolimatta Br2 lisättiin kymmenen minuutin päästä 
sekoituksen aloittamisesta. Reaktioseos muodosti paksua sakkaa, joka ei sekoittunut. 
Etikkahappoa lisättiin vähitellen, jotta keltainen sakka liukenisi ja reaktio bromin kanssa 
olisi mahdollinen. Haluttua tuotetta 105 syntyi sen verran, että saatiin ajettua 
1
H-NMR 
ja tuote näkyi TLC-analyysissä. TLC-analyysin mukaan suurin osa lähtöaineesta oli 
jäänyt reagoimatta.  
 
Yhdistettä 105 syntetisoitiin uudestaan kolminkertaistamalla etikkahapon määrä (3 ml). 
Reaktioseoksesta muodostui silti paksu keltainen sakka, johon lisättiin etikkahappoa  
(4 ml) ja lopuksi Br2. Etikkahapon määrän lisääminen vaikutti kielteisesti tuotteen 
muodostumiseen eikä haluttua tuotetta syntynyt TLC-analyysin mukaan ollenkaan 
useamman päivän sekoituksesta huolimatta. Tämän jälkeen kokeiltiin vielä lisätä bromi 
samanaikaisesti indolilähtöaineen 104 ja NH4SCN:n kanssa. Tuotetta ei muodostunut 




Pyrrolin typen mahdollisuutta osallistua reaktioon tutkittiin. Kokeiltiin  
2-aminobentsotiatsolin muodostusreaktion onnistumista yhdisteellä, jossa pyrrolin typpi 
on suojattuna. Laboratoriossa oli valmiina 1-metyyli-2-pyrrolikarboksyylihappoa 106, 
joten päätettiin yrittää syntetisoida N-metyloitua pyrrolilopputuotetta 109, koska yhdiste 
olisi ollut mielenkiintoinen myös rakenne-aktiivisuutta tutkittaessa. Synteesin kaksi 
ensimmäistä vaihetta suoritettiin samoilla menetelmillä kuin indoliyhdisteitä 103 ja 104 
syntetisoitaessa (Kuva 38). Asyloinnissa saatiin puhdasta yhdistettä 107 80 %:n 
saannolla. Nitron pelkistyksessä amiiniksi ei syntynyt sivutuotteita, joten yhdistettä 108 
käytettiin viimeisessä reaktiovaiheessa puhdistamatta raakasaannon ollessa 91 %. 
Viimeinen reaktiovaihe suoritettiin samalla menetelmällä kuin onnistuneella 
tiofeenijohdannaisella 102. Kolmen vuorokauden reaktioajasta huolimatta TLC-levyllä 
ei ollut havaittavissa haluttua tuotetta 109 lähtöaineen ja nopeammin liikkuvan 
tunnistamattoman sivutuotteen lisäksi. 
 
 
Kuva 38. 2-aminobentsotiatsolin N-metyylipyrrolijohdannaisen 109 synteesin 
viimeinen vaihe ei toiminut. 
 
Myös pyrrolivälituotteen 98 suojaamista Fmoc-ryhmällä kokeiltiin (Kuva 39). 
Reaktiossa pyrroliyhdistettä 98 sekoitettiin huoneenlämmössä yhdessä Fmoc-
kloroformaatin (Fmoc-Cl) kanssa dioksaani-vesiliuoksessa (1:1) käyttäen Na2CO3:a 
katalyyttinä (Black ym. 2005). Fmoc-kloroformaatti ei reagoinut pyrrolin typen kanssa 
vaan hajosi 9-fluorenyylimetanoliksi. Reaktion epäonnistuminen saattoi johtua siitä, että 
Fmoc-kloroformaatti oli jo säilytyksessä hajonnut eikä sen takia reagoinut. Reaktiota ei 





Kuva 39. Yhdisteen 98 pyrrolin typen suojaaminen Fmoc-ryhmällä ei onnistunut. 
 
Pyrrolin typen vaikutuksen ohella pohdittiin aromaattisen elektrofiilisen 
substituutioreaktion mahdollisuutta. Bentseenirengas ei ole yhtä reaktiivinen 
elektrofiilien kanssa kuin heterosykliset pyrroli ja indoli. Fenyyliyhdisteen kaksi 
ensimmäistä synteesivaihetta suoritettiin indolijohdannaisten 103 ja 104 synteesissä 
kuvatuilla menetelmillä (Kuva 40). Ensimmäisessä vaiheessa saatua nitroyhdistettä 112 
käytettiin seuraavassa reaktiossa puhdistamatta, koska 
1
H-NMR-analyysissä tuote 
osoittautui puhtaaksi raakasaannon ollessa 91 %. Nitron pelkistämisen jälkeen tuote 113 
puhdistettiin pylväskromatografisesti saannon ollessa 86 %. Viimeinen synteesivaihe 
suoritettiin tiofeeniyhdisteen 102 kohdalla kuvatulla menetelmällä.  Bromin lisäyksen 
jälkeen reaktioseosta sekoitettiin vesihauteella (10‒15 °C) puolitoista tuntia ennen 
siirtämistä huoneenlämpöön. Violettia sakkaa alkoi muodostua hiljalleen, kun bromin 
lisäys oli aloitettu. Puhdistuksen jälkeen lopputuotetta 114 saatiin 63 %:n saannolla, 
mikä ei oleellisesti eroa tiofeenijohdannaisen saannosta. 
 
 




Pyridiinin rengas ei reagoi yhtä helposti elektrofiilien kanssa kuin bentseenirengas. 
Lisäksi rengasrakenteessa on heikosti emäksinen typpi. Tämän takia päätettiin kokeilla 
2-aminobentsotiatsolin muodostusreaktiota vastaavalla pyridiiniyhdisteellä 117. 
Pyridiiniyhdisteen 118 syntetisoimisen onnistuminen olisi tukenut teoriaa, että 
rengasrakenne osallistuu reaktioon toimimalla nukleofiilinä. Vastaavasti 
epäonnistuminen olisi viitannut heterosyklisen typpiatomin osallisuuteen.  
 
Reaktion toimivuutta ei päästy missään vaiheessa kokeilemaan, koska asyloinnissa 
muodostunutta nitroyhdistettä 116 ei saatu puhdistettua (Kuva 41). 
Pylväskromatografisessa erottelussa samoissa fraktioissa ulos tullut yhdiste oli 
todennäköisesti reaktion katalysoimisessa käytetty DMAP, joka sisältää myös 
rakenteessaan pyridiinirenkaan. Erottelua yritettiin kahteen kertaan vaihtaen välillä 
eluentteja (DCM - MeOH 5 % ja EtOAc 100 %). Myöhemmin havaittiin kolvia 
tyhjennettäessä, että reaktioseoksen oranssi väri liukeni huoneenlämpöiseen metanoliin 
ja kolvin pohjalle jäi keltaista tuotetta. Molemmat fraktiot analysoitiin TLC:llä, josta 
todettiin metanolin liuottavan huomattavasti paremmin tuntematonta yhdistettä. 
1
H-
NMR-analyysillä todettiin kolviin jääneen tuotteen olevan haluttua pyridiiniyhdistettä 
116, jossa oli enää pieni määrä epäpuhtautta mukana. Aika ei enää tässä vaiheessa 
riittänyt muiden synteesireitin reaktioiden tekemiseksi. 
 
 
Kuva 41. Asylointireaktiossa muodostetun pyridiinituotteen 116 puhdistaminen ei 





Synteesireitin 2.2 toimiminen vain osalla yhdisteillä johti uuden synteesireitin 
suunnitteluun. Synteesireitin muutoksen lähtökohtana oli pyrrolirenkaan kiinnittäminen 
yhdisteeseen 2-aminobentsotiatsolirakenteen muodostamisen jälkeen.  
4-aminobentsonitriili 65 olisi ollut mahdollinen lähtöaine, mutta kokemukset  
2-aminobentsotiatsolirakenteen muodostamiseksi sen kanssa eivät olleet rohkaisevia. 
Uudessa suunnitelmassa päädyttiin suojaamaan lähtöaineen primäärinen amiini Fmoc-
ryhmällä, koska suojaryhmän tuli kestää happamia olosuhteita. 4-nitrobentsyyliamiinin 
64 käyttöä lähtöaineena epäröitiin, koska nitroryhmän pelkistyksessä Pd/C-
menetelmällä Fmoc-suojaryhmä olisi saattanut irrota. Kirjallisuudesta löydettiin 
menetelmä, jossa hyvällä saannolla (76 %) oli suojattu 4-aminobentsyyliamiinin 
bentsyylinen aminoryhmä (Behrendt ym. 1999). Uusi synteesisuunnitelma on esitetty 
kuvassa 42.  
 
 




4-aminobentsyyliamiinin 64 primäärisen aminoryhmän suojausreaktion saanto oli 61 %, 
mikä oli selvästi huonompi kuin Behrendtin (1999) ryhmän saama. Reaktio tehtiin kaksi 
kertaa, joista ensimmäisen saanto oli 53 %. Saannon parantuminen johtui siitä, että 
DMF ja MeCN haihdutettiin pois ennen EtOAc:n lisäystä ja pesuja. DMF ja MeCN 
vesiliukoisina yhdisteinä lisäävät tuotteen liukenemista vesifaasiin pesujen yhteydessä. 
TLC-analyysissä havaittiin tuotetta nopeammin liikkuva piste, jota ei kuitenkaan 
analysoitu. Tuote liikkui samalla nopeudella kuin aiemmassa Fmoc-suojausyrityksestä 
eristetty hajoamistuote, 9-fluorenyylimetanoli. Reaktion optimoinnin kannalta 
tuntemattoman yhdisteen analysointi NMR:n avulla olisi järkevää. Jos se osoittautuisi 
kyseiseksi 9-fluorenyylimetyyli-N-sukkinimidyylikarbonaatin (Fmoc-Osu) 
hajoamistuotteeksi, saantoa pystyisi parantamaan käyttämällä reaktiossa pientä 
ylimäärää Fmoc-OSu:a.  
 
Toisessa synteesivaiheessa 2-aminobentsotiatsolirakenne muodostettiin samalla 
menetelmällä kuin bentseenijohdannaisen 114 tapauksessa. Reaktio onnistui tähän asti 
tehdyistä 2-aminobentsotiatsolisynteeseistä parhaiten saannon ollessa 67 %, mikä ei 
kuitenkaan poikennut merkittävästi tiofeeni- 102 ja bentseenijohdannaisen 114 
saannoista. 
 
2-aminobentsotiatsoliryhmän amiini suunniteltiin suojattavaksi t-Boc-ryhmällä, jotta 
asyloinnissa ei tulisi selektiivisyysongelmia.  Välituotetta 120 ja Boc2O:a sekoitettiin 
kuivassa THF:ssa käyttäen etyylidi-isopropyyliamiinia (DIEA) katalyyttinä (Kuva 43) 
(Wen ym. 2001). Reaktio ei edennyt huoneenlämmössä vuorokauden aikana, joten sitä 
lämmitettiin (60 °C) ja reaktion edistymistä seurattiin TLC-levyllä viisi vuorokautta. 
Lämmitys ei tuottanut haluttua reaktion etenemistä, ja TLC-analyysin mukaan suurin 
osa lähtöaineesta oli reagoimattomana. Reaktiossa ei voitu käyttää aiemmin kuvattua 
menetelmää, jossa katalyyttinä käytettiin DMAP:ä, koska sen pyridiinirengas saattaa 
reagoida Fmoc-suojaryhmän kanssa. Reaktion katalyyttinä oli tämän takia DIEA, jonka 





Kuva 43. 2-aminobentsotiatsolin aminoryhmän suojaaminen t-Boc:lla ei onnistunut. 
 
2-aminobentsotiatsoliryhmän amiinin heikko reaktiivisuus Boc2O:n kanssa osoittaa sen 
olevan huono nukleofiili. Tämän takia päätettiin luopua sen suojaamisyrityksestä, koska 
suojaryhmän ei katsottu vaikuttavan asyloinnin saantoon merkittävästi. Lisäksi kaksi 
vaihetta lyhyempi synteesireitti vaikuttaa todennäköisesti saantoon suotuisammin kuin 
suojaryhmän käyttö.  
 
Fmoc-suojaryhmä poistettiin 20 % piperidiini-DMF-liuoksella. TLC-analyysin mukaan 
puolentoista tunnin huoneenlämmössä sekoittamisen jälkeen lähtöainetta ei ollut enää 
jäljellä. Saantoa ei saatu määritettyä, koska tuotetta 63 ei pystytty puhdistamaan 
kunnolla. Yhdisteen polaarisuuden takia se olisi todennäköisesti jäänyt 
pylväskromatografisessa puhdistuksessa kolonniin kiinni, joten sitä ei kokeiltu. 
Liuottimien haihduttamisen ja vakuumikuivauksen jälkeen tuotetta pestiin heksaanilla, 
johon liukeni suurin osa Fmoc:n jäänteistä. 
1
H-NMR osoitti saadun jäännöksen olevan 
edelleen seos, josta haluttu yhdiste yritettiin liuottaa veteen. Pieni osa halutusta 
tuotteesta saatiin näin talteen ja analysoitavaksi. Veteen liuottaminen ei ollut kuitenkaan 
tehokas ja nopea menetelmä, joten viimeisessä reaktiovaiheessa päätettiin käyttää 
raakatuotetta, joka oli saatu heksaanilla pesun jälkeen.  
 
Synteesireitin viimeisessä vaiheessa liitettiin haluttu heterosyklinen rakenne 
amidisidoksella välituotteeseen 63. Reaktioissa käytettiin edellisessä synteesireitissä 
hyväksi havaittuja asylointimenetelmiä, kun muodostettiin pyrroli-, indoli- ja 
furaanilopputuotteet (Kuva 44). Pylväskromatografisessa puhdistuksessa yhdisteet eivät 
tulleet täysin puhtaiksi saantojen ollessa pyrrolituotteella 52 32 % sekä indoli- 105 ja 
furaanituotteella 124 48 %. Saannot olivat odotusten mukaisia, koska lähtöainetta 63 ei 
onnistuttu puhdistamaan. Myös tuotteiden uudelleenkiteytyksessä oli omat 
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Kuva 44. Toimiva synteesireitti 2-aminobentsotiatsolijohdannaisille (synteesireitti 2.3). 
a) 52: 2-(triklooriasetyyli)pyrroli, Et3N, DMF, rt, 23 h, 32 %, 105: indoli-2-
karboksyylihappo, EDC-HCl, DMAP, DMF, rt, 17 h, 48 %, 124: furaani-2-
karboksyylihappo, EDC-HCl, DMAP, DMF, rt, 18 h, 48 %. 
 
 
6  TULOKSET JA POHDINTA 
 
6.1  Synteesien tulokset ja pohdinta 
 
6.1.1 Synteesireitti 1 
 
Synteesisuunnitelman reitti 1 ei toiminut odotetulla tavalla. Ongelmaksi muodostui 
reitin toinen vaihe, jossa hydroksyyliryhmän bromauksessa tapahtui molekyylin 
sisäinen renkaanmuodostusreaktio. 4,5-dihydro-oksatsolirakenne muodostui 
käytettäessä sekä PBr3:a että Appel-reaktiota. Appel-reaktiossa yhdiste reagoi nopeasti 




PBr3:a käytettäessä TLC-levyllä oli havaittavissa useampia pisteitä, päätuotteen ollessa 
yhdiste 71. 
1
H-NMR-analyyseissä reaktioseoksesta oli yhdisteen 71 lisäksi havaittavissa 
selvästi lähtöaine 60, muttei bromiyhdistettä 61. Lämpötila ei vaikuttanut saatuun 
tuotteeseen, huoneenlämmössä tuotetta muodostui vain hitaammin.  Oletettu 
reaktiomekanismi 4,5-dihydro-oksatsolituotteen 71 syntymiseen bromiyhdisteestä 61 on 
esitetty kuvassa 45.  
 
 
Kuva 45. Oletettu reaktiomekanismi 4,5-dihydro-oksatsolituotteen 71 syntymiseen 
bromiyhdisteestä 61. 
 
Syklisoitumisreaktio tapahtui myös kokeiltaessa reaktion onnistumista yhtä hiiltä 
pidemmällä sivuketjulla, jolloin muodostui kuusirengas. Sivuketjun pidentyessä 
todennäköisyys renkaan muodostumiselle vähenee, millä ei kuitenkaan ollut vaikutusta 
syklisoitumisreaktion tapahtumiseen tässä tapauksessa. Synteesi tehtiin Appel-
reaktiolla, eikä PBr3-menetelmää kokeiltu. Valitulla menetelmällä ei uskota olevan 
vaikutusta, koska 4,5-dihydro-oksatsolirakenteita muodostui molemmilla menetelmillä, 
eikä PBr3-menetelmän sivutuotteista näyttänyt mikään olevan haluttua bromiyhdistettä 
61. 
 
Fotopolou (2008) työryhmineen oli tehnyt vastaavan Appel-reaktion samankaltaiselle 
yhdisteelle, jossa pyrrolin tilalla on indoli, ja onnistunut eristämään bromituotetta 57 
%:n saannolla, eikä mahdollisesta 4,5-dihydro-oksatsolisivutuotteesta ollut mainintaa. 
Synteesien suorittamisessa on kuitenkin saattanut olla eroja, joten olisi mielenkiintoista 
kokeilla reaktion onnistumista indolilähtöaineella. Myös yhdisteessä oleva 
heterosyklinen rengas voi vaikuttaa reaktion tuotteeseen. Pyrrolin typen elektroniparin 
delokalisoituminen amidisidoksen karbonyylihappeen lisää hapen ympärillä olevaa 
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elektronitiheyttä ja negatiivista varausta, jolloin happi on parempi nukleofiili ja reagoi 
helpommin nukleofiilisessä substituutioreaktiossa (Kuva 46). Vastaavasti indolin typen 
elektronit delokalisoituvat laajemmalle alueelle indolin fenyylirakenteen vuoksi, mikä 
vähentää karbonyylihapen nukleofiilisyyttä. Tämä on mahdollinen selitys sille, että 
pyrroliyhdisteestä 61 muodostuu syklisoitunutta tuotetta, mutta indoliyhdisteestä 125 ei. 
 
 
Kuva 46. Indoliyhdisteessä 125 typen elektronipari delokalisoituu laajemmalle alueelle 
kuin pyrroliyhdisteessä 61, jolloin indoliyhdisteen karbonyylihapen ympärillä on 
pienempi elektronitiheys kuin pyrroliyhdisteen karbonyylihapella. 
 
Kniess (2003) työryhmineen oli vastaavasti raportoinut reaktiossa syntyvän 
sivutuotteena 4,5-dihydro-oksatsolirakenteista yhdistettä, kun käytettiin kahden 
ekvivalentin määriä PBr3:a. Heillä pyrrolin tilalla oli trifenyylifosfiini, joka oli amidissa 
kiinni fenyylin 2-asemassa. Bromatun yhdisteen saannot vaihtelivat 9,7 ja 22 %:n 
välillä, joten reaktiossa ei ollut edes odotettavissa korkeita saantoja.  
 
Pyrrolilähtöaineen 60 tapauksessa Appel-reaktiossa ja PBr3:a käytettäessä ei välttämättä 
synny bromiyhdistettä 61 ennen 4,5-dihydro-oksatsolituotteen 71 muodostumista. 
Molempien reaktioiden yleiset mekanismit on esitetty kuvassa 47. Appel-reaktiossa 
bromattava yhdiste kiinnittyy trifenyylifosfiiniin hydroksyylihapesta (Appel 1975). 
Vastaavasti PBr3-menetelmässä yhdiste on kiinni fosforitribromidissa. Molemmissa 
tapauksissa Br
-
-ioni toimii nukleofiilinä ja irrottaa hapen sekä siihen liittyneen ryhmän. 
4,5-dihydro-oksatsolituote voi syntyä suoraan näistä välituotteista karbonyylihapen 
toimiessa nukleofiilinä. Intramolekulaariset reaktiot tapahtuvat yleensä nopeammin kuin 
intermolekulaariset, etenkin silloin, kun reagenssien pitoisuudet ovat pieniä. 
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Synteeseissä käytettiin suhteellisen suuria määriä liuottimia lähtöaineiden heikon 
liukoisuuden takia, mikä suosii intramolekulaarista reaktiota ja esitettyä teoriaa. 
 
 
Kuva 47. Appel-reaktiossa ja PBr3:a käytettäessä ei välttämättä synny bromiyhdistettä 
61 ennen 4,5-dihydro-oksatsolituotteen 71 muodostumista, vaan sisäinen 
renkaanmuodostusreaktio voi tapahtua ennen bromin liittymistä lähtöaineeseen. 
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Kun bromiyhdistettä 79 syntetisoitiin onnistuneesti, tutkittiin reaktion kulkua ottamalla 
massanäytteitä eri ajanhetkiltä. Analyysin perusteella reaktioseoksessa ei ollut 
bromattuja yhdisteitä ilman 4,5-dihydro-oksatsolirakennetta. Tämä tukee edellä 
kuvattua teoriaa. Toinen mahdollisuus on, että molekyylinsisäinen reaktio on niin nopea 
bromiyhdisteen muodostumisen jälkeen, ettei sitä pystytä havaitsemaan 
reaktioseoksesta. Lopputulos on kuitenkin molemmissa tapauksissa sama. 
 
Bromiyhdisteen 79 synteesi Appel-reaktiolla toimi hyvin 89 %:n saannolla. 
Ensimmäisessä reaktiovaiheessa muodostettu lähtöaine 77 on erittäin hydrofiilinen, 
minkä takia liuotin vaihdettiin dikloorimetaanista asetonitriiliin. Reaktion ongelmana on 
kuitenkin, ettei lähtöaine 77 liukene erityisen hyvin asetonitriiliinkään. Heikon 
liukoisuuden takia asetonitriiliä joudutaan käyttämään suuria määriä, vaikka yhdistettä 
syntetisoitaisiin vain vähän. Kehitetyllä synteesireitillä ei tämän takia pystytä kerralla 
valmistamaan mielekkäästi kuin pieniä määriä bromiyhdistettä 79, vaikka reaktio toimii 
moitteettomasti hyvällä saannolla. 
 
2-amino-1,3-propaanidiolin huono liukoisuus käytettyyn liuottimeen, THF:iin, aiheutti 
myös ongelmia uuden synteesireitin ensimmäisessä reaktiossa, asyloinnissa. 
Liukenemattomuuden takia reaktioseosta lämmitettiin, jolloin saannoksi saatiin 40 %. 
Tässä tapauksessa liuottimen vaihto poolisempaan DMF:iin olisi saattanut olla 
lämmitystä tehokkaampi vaihtoehto. THF:n käyttäminen liuottimena kaikissa 
synteesisuunnitelmaan 1 perustuvissa asylointireaktioissa saattoi vaikuttaa saantoja 
heikentävästi juuri liukoisuuden takia. Kun käytettiin 2-aminoetanolia lähtöaineena, 
saanto oli 41 %, kun taas paras saanto (63 %) saavutettiin 3-amino-1-propanolilla. 
Reaktioiden saanto on sitä parempi, mitä vähemmän poolinen asylointireaktiossa 
käytetty aminoalkoholi on.  
 
DMF:a oli käytetty ensimmäisessä synteesisuunnitelman 1 asylointireaktiossa, mutta se 
oli vaihdettu uuden viitteen mukaan THF:iin seuraavissa reaktioissa. Liuottimen vaihto 
takaisin poolisempaan DMF:iin yhdessä orgaanisen katalyytin kanssa olisi 
todennäköisesti antanut paremman saannon kaikissa tapauksissa. Tätä tukee se, että 
synteesisuunnitelman 2 asylointireaktioiden huonot saannot parantuivat huomattavasti, 
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kun liuotin vaihdettiin THF:sta DMF:iin ja katalyytti Na2CO3:sta Et3N:iin. Liuotin 
vaikuttaa liukoisuuden ohella reaktion kulkuun myös mahdollisella stabiloivalla 
vaikutuksella lähtöaineita ja siirtymätiloja kohtaan riippuen niiden kemiallisesta 
luonteesta. 
 
Bromiyhdistettä 79 ei saatu reagoimaan trifenyylifosfiinin kanssa, joten Wittig-
reaktiossa tarvittavaa reagenssia ei saatu valmistettua. Reaktiota kokeiltiin muutamilla 
eri menetelmillä, joista yhtäkään ei saatu toimimaan. Fosfoniumjohdannainen 
muodostuu SN2-reaktiossa, jossa trifenyylifosfiinin fosfori toimii nukleofiilinä ja bromi 
lähtevänä ryhmänä.  Bromiyhdisteessä 79 bromi on primäärisessä asemassa, minkä 
pitäisi helpottaa SN2-reaktion tapahtumista. Steeriset tekijät saattavat silti estää reaktion 
tapahtumisen bromiyhdisteen 79 4,5-dihydro-oksatsoli- ja pyrrolirenkaiden 
vuorovaikuttaessa trifenyylifosfiinin kolmen bentseenirenkaan kanssa. 
 
One-pot Wittig-reaktiossa muodostui eliminaatiotuotetta 85. Eliminaatiotuotetta voi 
ajatella syntyvän kahden eri mekanismin kautta, joko E1- tai E2-reaktion kautta. E1-
reaktiossa bromi irtoaisi yhdisteestä muodostaen primäärisen karbokationin, jonka 
epästabiiliuden takia reaktiota ei tapahdu (Kuva 48). Sen sijaan mielekäs vaihtoehto on 
E2-reaktio, jossa syntyy sivuketjuun ensin kaksoissidos, joka sitten toisiintuu osaksi 
aromaattista rakennetta.  
 
 




Eliminaatiotuotetta 85 syntyi myös Kornblum-hapetusreaktiossa sekä fenyyliasetyleenin 
ja bromiyhdisteen 79 n-BuLi-reaktiossa. Alkyylibromidien reaktioissa organometallit 
ovat yleensä liian vahvoja emäksiä, jolloin eliminaatio tapahtuu ennemmin kuin 
substituutio. n-BuLi-reaktion vaihtoehtona voisi kokeilla reaktion toimivuutta 
fenyyliasetyleenin CuLi-johdannaisella. Kornblum-hapetusreaktion tilalla taas 
pohdittiin kokeiltavan hellävaraisempaa Sommelet-reaktiota. Reaktiossa emäksenä on 
heksametyleenitetra-amiini, jonka ei pitäisi reagoida E2-reaktioissa. Sommelet-reaktion 
toimivuutta ei kuitenkaan ehditty kokeilemaan. 
 
Kolmen eri reaktion tuloksena saatiin eliminaatiotuotetta 85, mutta saannot eivät olleet 
korkeita yhdessäkään. Reaktioita ei viety loppuun asti, koska haluttiin nopeammin 
selvittää, mitä TLC-analyysissä näkyvä tuote oli. Reaktioaikojen pidentäminen olisi 
todennäköisesti parantanut saantoprosentteja. Kornblum-reaktio on käyttökelpoisin 
tuotteen 85 valmistamiseksi bromiyhdisteestä 79, koska siinä ei havaittu TLC-analyysin 
mukaan muiden tuotteiden muodostumista juuri ollenkaan. 
 
Eliminaatiotuotteesta 85 olisi mahdollista yrittää tehdä klatrodiinin analogeja, joissa 
amidisidoksen tilalla on oksatsolirengas. Edellä kuvattuja reaktioita pystyttäisiin 
kokeilemaan yhdisteelle, kun yhdisteen metyyli on bromattu. Metyylin bromausta voisi 
kokeilla NBS:llä (Epple ym. 2010).  
 
Synteesisuunnitelma 1 ei toiminut odotetusti, eikä yhtään suunnitelman mukaista 
lopputuotetta saatu syntetisoitua. Suunnitelman pohjalta onnistuttiin valmistamaan 
bromiyhdistettä 79, jonka ongelmana jatkoreaktioita tehtäessä oli eliminaatiotuotteen 85 
muodostuminen tai Wittig- ja Grignard-reaktioissa reagoimattomuus. Yhdisteiden 79 ja 
85 lisäksi yhdiste 77 on uusi. Näistä kolmesta syntetisoidusta yhdisteestä ei löytynyt 
kirjallisuusviitteitä.  
 
6.1.2 Synteesireitti 2 
 
Synteesisuunnitelman 2 neljä ensimmäistä reaktiota eivät toimineet tarpeeksi hyvällä 
kokonaissaannolla, jotta synteesireitin viimeistä vaihetta olisi kannattanut kokeilla. 
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Aromaattisen amiinin suojaamisen saantoon vaikutti se, että amiini haluttiin suojata 
yhden t-Boc-ryhmän sijasta kahdella. Reaktiossa syntyi molempia 38 %:n saannoilla, 
minkä takia puolta suojatusta yhdisteestä ei käytetty jatkoreaktioissa. Reaktiossa olisi 
voinut käyttää suurempaa ylimäärää Boc2O:a saannon parantamiseksi.  
 
Kolmannen vaiheen asylointireaktion selektiivisyyden kannalta ei kuitenkaan 
välttämättä ole merkitystä sillä, kuinka monta t-Boc-ryhmää on kiinni aromaattisessa 
amiinissa. Aromaattisen amiinin vapaa elektronipari delokalisoituu bentseenirenkaaseen 
ja vähentää amiinin nukleofiilisyyttä ja siten sen reaktiivisuutta asylointireaktioissa. 
Todennäköisesti jo yhden t-Boc-ryhmän käyttö olisi estänyt syntymästä aromaattiseen 
amiiniin reagoineita sivutuotteita. Tyytyminen yhden t-Boc:n käyttöön vähentäisi 
tarvittavaa Boc2O:n määrää ja parantaisi saantoa. Käytetyllä menetelmällä reaktiossa 
syntyisi sivutuotteena oletettavasti myös pieni määrä kahden suojaryhmän tuotetta.   
 
Kolmannen vaiheen asylointireaktion saanto oli ainoastaan 17 %, mikä oli synteesireitin 
kompastuskivi. Syytä huonoon saantoon ei tiedetä. Liukoisuus käytettyyn liuottimeen, 
THF:iin, ei vaikuttanut olevan ongelma. Yhtenä osatekijänä voisi olla lähtöaineen 67 
molekyylin päiden kemiallisen luonteen erilaisuus. Primäärinen amiini on hydrofiilinen 
ja se pystyy toimimaan sekä vetysidoksen vastaanottajana että luovuttajana. Yhdisteen 
toisessa päässä on sitä hydrofobisemmat karbamaattirakenteet, jotka voivat toimia 
vetysidoksen vastaanottajina. Ne ovat kuitenkin tert-butyyliryhmien takia steerisesti 
estettyjä, eivätkä välttämättä muodosta helposti vetysidoksia. Aminoryhmät 
muodostavat näin ollen keskenään vetysidoksia. Jos liuotin ei ole tarpeeksi poolinen, 
voisi lähtöaineen kuvitella muodostavan misellejä, joissa aminoryhmät ovat keskellä 
vetysidoksilla toisissaan kiinni. Näin ollen aminoryhmät eivät pystyisi reagoimaan 
kunnolla ja saanto jäisi heikoksi.  
 
Synteesisuunnitelman 2 tilalle kehitettiin kolmivaiheinen reitti (synteesireitti 2.2), jossa 
ei tarvittu suojaryhmiä. Asylointi ja nitron pelkistys amiiniksi toimivat syntetisoiduilla 
yhdisteillä hyvin. Asylointireaktion parhaat saannot (80‒91 %) saatiin menetelmällä, 




Ongelmaksi muodostui viimeinen reaktiovaihe, jossa muodostettiin 2-
aminobentsotiatsolirakenne. Reaktio toimi noin 65 %:n saannolla sekä tiofeeni- 102 että 
bentseenijohdannaiselle 114. Vastaavasti pyrroli- 52 ja indolijohdannaisia 105 saatiin 
useammasta reaktiokokeilusta huolimatta parhaimmillaankin vain noin 10 %:n 
saannolla. N-metyylipyrrolijohdannaista 109 ei syntynyt TLC-analyysin mukaan 
käytännössä ollenkaan. Tuotteiden havaitseminen TLC-analyysillä oli helppoa, koska 
käsiteltäessä levyt ninhydriinillä primääriset aromaattiset amiinit (lähtöaineet) 
värjäytyvät violetiksi ja vastaavasti 2-aminobentsotiatsolin amiinit (lopputuotteet) 
keltaiseksi.  
 
Kun reaktioita tehtiin pyrrolijohdannaisella 52, epäiltiin sekoitusajalla ennen bromin 
lisäystä olevan vaikutusta reaktion kulkuun. Reaktioajan muuttaminen pidemmäksi tai 
lyhyemmäksi ei kuitenkaan vaikuttanut tuotteen saantoon. Indolijohdannaisen 105 
reaktiossa sakkaa muodostui jo ennen bromin lisäystä, minkä takia kokeiltiin lisätä 
bromi muiden lähtöaineiden kanssa samaan aikaan. Tällöin reaktiossa ei syntynyt 
tuotetta ollenkaan, mistä pääteltiin, että lähtöaineen tulee reagoida tiosyanaatin kanssa 
ennen bromin lisäystä.  
 
Oletettu reaktiomekanismi 2-aminobentsotiatsolirakenteen muodostumiseksi on esitetty 
kuvassa 49. Amiini 130 reagoi ensin tiosyanaatin kanssa muodostaen tiourean 131. 
Tiourea jatkoreagoi Br2:n lisäyksen jälkeen muodostaen ensin bromiyhdisteen 132, joka 
sitten syklisoituu välituotteeksi 133 ja lopulta muodostuu 2-aminobentsotiatsoli 134. 
Reaktiomekanismin päättelyssä on käytetty hyväksi bentsotiatsolirakenteen 
muodostumisen mekanismia ja tiosyanaatin ja amiinin välisessä reaktiossa syntyvää 
tuotetta (Kunzek ja Barnikov 1973; Wang ym. 2006). Reaktiomekanismin 
varmistamiseksi reaktioseoksesta tulisi eristää ja analysoida tuote, joka syntyy ennen 
Br2:n lisäystä. Lisäksi reaktioseoksesta voisi kerätä reaktion edetessä näytteitä massa-
analyysiä varten samaan tapaan kuin tutkittaessa 4,5-dihydro-oksatsolituotteen 





Kuva 49. Oletettu reaktiomekanismi 2-aminobentsotiatsolirakenteen muodostumiseksi.  
 
Indolijohdannaisen 105 reaktiossa syntynyt sakka olisi myös kannattanut analysoida, 
koska siten olisi saatu tietoa reaktion kulusta ja pystytty paremmin arvioimaan reaktion 
epäonnistumisen syitä. Nyt ei tiedetä, reagoiko aminoryhmä tiosyanaatin kanssa 
muodostaen etikkahappoon liukenemattoman yhdisteen vai tapahtuiko jotain muuta. 
Saatu sakka saatiin liuotettua suurempaan määrään etikkahappoa, joka ei kuitenkaan 
reagoinut 2-aminobentsotiatsoliksi halutulla tavalla. TLC-analyysin mukaan reaktiossa 
suurin osa lähtöaineesta ei ollut reagoinut, mikä viittaa samanlaiseen mekanismiin kuin 
pyrroli- 52 ja N-metyylipyrrolijohdannaisten 109 tapauksissa.  
 
Synteesireitin viimeisen vaiheen onnistumiseen vaikuttaa yhdisteessä oleva 
aromaattinen tai heteroaromaattinen rengas. Rengas on molekyylin eri päässä kuin 
aromaattinen amiini, joka reagoi syklisoitumisessa. Etäisyyden ja 
konjugoimattomuuden takia renkaan ominaisuuksilla ei uskota olevan merkittävää 
vaikutusta elektronitiheyteen aniliinirakenteessa, mikä vaikuttaisi reaktiivisuuteen.  
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Pyrroli reagoi elektrofiilien kanssa aromaattisessa substituutioreaktiossa erityisesti 
typen viereisistä hiilistä (Clementi ja Marino 1969). Myös tiofeeni ja bentseeni ovat 
reaktiivisia, mutta huomattavasti vähemmän kuin pyrroli. Renkaiden elektronitiheyttä 
pienentää renkaassa kiinni oleva karbonyyliryhmä, jonne osa renkaan elektroneista 
delokalisoituu, mikä vähentää renkaiden reaktiivisuutta. 
 
Elektrofiilisessä aromaattisessa substituutioreaktiossa tiosyanaatti reagoisi pyrrolin 
kanssa ennemmin kuin aromaattisen amiinin, mikä selittäisi, ettei haluttua lopputuotetta 
muodostu kuin pieniä määriä. Vastaavasti tiofeeni- ja bentseenirenkaat eivät ole 
tarpeeksi reaktiivisia, jolloin tiosyanaatti reagoi pääsääntöisesti aromaattisen amiinin 
kanssa. Teorian tukemiseksi päätettiin syntetisoida pyridiinijohdannainen 118. Pyridiini 
on elektronivajaa, minkä takia se reagoi vielä bentseeniäkin heikommin elektrofiilien 
kanssa. Syklisoitumisreaktion epäonnistuminen olisi kumonnut esitetyn teorian. 
Reaktiota ei päästy kuitenkaan kokeilemaan, koska reitin ensimmäisessä 
reaktiovaiheessa saatua tuotetta 116 oli vaikea puhdistaa. 
 
Elektrofiilisen aromaattisen substituutioreaktion lisäksi syklisoitumisreaktion 
epäonnistumiseen saattoivat vaikuttaa pyrrolin ja indolin typpiatomit. Niiden vapaa 
elektronipari on osa aromaattista rakennetta, jolloin ne ovat hyvin heikkoja emäksiä. 
Vastaavasti typen protoni on heikosti hapan ja se irtoaa vain vahvojen emästen läsnä 
ollessa. Tämän takia pyrroli ja indoli ovat heikkoja nukleofiilejä, jotka reagoivat yleensä 
vain vahvojen emästen läsnä ollessa. Reaktio suoritetaan etikkahapossa, minkä takia 
typen nukleofiilisyys ei voi olla syynä reaktion epäonnistumiseen. Lisäksi reaktio 
epäonnistui N-metyloidulla pyrroliyhdisteellä, joka ei voi toimia nukleofiilinä. 
 
N-metylointi parantaa pyrrolin typen emäsvahvuutta stabiloimalla muodostunutta 
vastinhappoa, typen positiivisen varauksen jakautuessa metyyliin. Samalla tavalla N-
metylointi parantaa elektrofiilisessä aromaattisessa substituutioreaktiossa syntyvän 
välituotteen stabiiliutta. N-metyloidun pyrrolijohdannaisen 109 reaktio toimi vielä 
huonommin kuin vastaavat pyrroli- ja indolireaktiot, mikä voi johtua edellä kuvatusta 




Pyrrolin suojaamisen onnistuminen Fmoc-ryhmällä olisi heikentänyt edelleen typen 
emäksisyyttä ja myös renkaan reagoimista elektrofiilisessä substituutioreaktiossa. Olisi 
ollut mielenkiintoista nähdä, olisiko reaktio toiminut suojatulla pyrrolilla.  
 
Pyrrolijohdannaisen 52 reaktion tuotteita analysoitaessa suurin osa lähtöaineesta oli 
reagoimatta, ja tunnistamattomassa sivutuotteessa ei ollut havaittavissa yhtäkään 
pyrrolirenkaan protonia. Jos pyrroli reagoisi elektrofiilisessä aromaattisessa 
substituutioreaktiossa, niin syntynyt tuote tulisi havaita analyyseissä. Mahdollista on, 
että syntynyt tuote jää vesifaasiin uuttojen yhteydessä tai puhdistuksessa pohjaviivalle, 
mitä ei osattu ajatella reaktioita tehdessä. Tämä ei kuitenkaan selitä, miksi lähtöainetta 
oli reagoimatta suhteellisen suuri määrä, kun tiosyanaattiakin käytettiin reaktiossa kaksi 
ekvivalenttia. Lisäksi on mahdollista, että pyrrolirenkaan ja tiosyanaatin välinen reaktio 
ei ole pysyvä vaan tiosyanaatti eliminoituu erilaisessa muodossa pois pyrrolirenkaasta. 
Pyrrolirengas toimisi ikään kuin katalyyttinä tiosyanaatin hajoamisessa. Tarkka 
sivutuotteiden ja mahdollisen pohjaviivan analysointi sekä reaktiomekanismin 
varmentaminen reaktioseoksen massa-analyyseillä voisi antaa selvyyden, miksi reaktio 
toimii erittäin huonolla saannolla. 
 
Kolmannella yrityksellä saatiin kehitettyä toimiva synteesireitti, jonka etuna on, että 
heterosyklinen osa liitetään yhdisteeseen vasta viimeisessä synteesivaiheessa. Tämä 
mahdollistaa useiden erilaisten analogien syntetisoimisen käyttämällä samoja 
lähtöaineita. Reaktiivisuuserot erilaisten aminoryhmien välillä lyhensivät reaktioreittiä, 
kun suojaryhmiä ei tarvinnut käyttää kuin syklisoitumisreaktiota tehtäessä. 
Kolmannessa reaktiovaiheessa syntyvää yhdistettä 63 ei saatu puhdistettua. Tästä 
huolimatta reitin viimeisen vaiheen asylointireaktio toimi kohtuullisesti. 
Lopputuotteiden puhdistamisessa oli ongelmia, koska ei ehditty ajanpuutteen takia 
löytää kunnollisia uudelleenkiteytysliuoksia.  
 
Myös synteesireitti 2.3 viimeisen vaiheen asylointi toimi parhaiten menetelmällä, jossa 
käytettiin karboksyylihappoa sekä katalyytteinä DMAP:ä ja EDC-HCl:a. Olisikin syytä 
miettiä, pitäisikö 2-(triklooriasetyyli)pyrrolin käyttö korvata pyrroli-2-
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karboksyylihapolla. Menetelmän vaihtamisella voitaisiin saada parempia saantoja myös 
synteesireitti 1:n asylointireaktioissa.  
 
Synteesireitti 2:n kolmessa eri muunnelmassa saatiin syntetisoitua yhteensä 17 uutta 
yhdistettä (52, 66, 67, 68, 69, 98, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 107, 108, 114, 120, 
124). Synteesireitin 2.3 toimivuus ei ole riippuvainen yhdisteessä olevasta aromaattisen 
renkaan luonteesta. Synteesireitin 2.2 etuna on taas, että reitti on yhtä vaihetta 
lyhyempi. Reitin saannot ovat myös parempia syntetisoitaessa yhdisteitä, joiden 
rakenteessa ei ole heterosykliä, joka häiritsee 2-aminobentsotiatsolirakenteen 
muodostumista. Lisäksi reitissä 2.2 saadaan välituotteina uusia yhdisteitä, joiden 
aktiivisuus voidaan myös testata.  
 


















































































H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 11,57 (s, 1H), 8,96 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 7,62‒7,59 (m, 2H), 
7,43 (dd, J = 8,4, 0,9 Hz, 1H), 7,39 (s, 2H), 7,30 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,23‒7,15 (m, 3H), 
7,06‒7,00 (m, 1H), 4,52 (d, J = 6,0 Hz, 2H).  
13
C-NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 166,3, 161,0, 151,8, 136,4, 132,2, 131,6, 131,0, 127,1, 125,0, 
123,2, 121,4, 119,6, 117,4, 112,2, 102,6, 42,1. 
 
 





C-NMR-spektrien lisäksi COSY-, HMBC- ja HSQC-spektrit. 
66 
 





signaalit molekyylin protoneihin ja hiiliin. Lisäksi saatiin varmistusta atomien 
sitoutumisjärjestyksestä toisiinsa nähden. Kolmen hiilen (2’, 6” ja 7a”) kemiallisia 
siirtymiä ei pystytty yhdistämään varmuudella oikeisiin arvoihin, koska signaalit tulivat 
hyvin lähelle toisiaan eikä mittauksen tarkkuus riittänyt erottamaan niitä. Yhdisteen 105 
NMR-spektrien tulkinta on esitetty taulukossa 1. 
 
6.2  Aktiivisuuskokeiden tulokset ja pohdinta 
 
Syntetisoitujen yhdisteiden aktiivisuus jänniteherkkiä natriumkanavia kohtaan mitataan 
Leuvenin katolisessa yliopistossa Belgiassa prof. Jan Tytgatin tutkimusryhmässä. 
Aktiivisuuskokeisiin lähettiin yhdisteet 52, 69, 98, 102, 104, 108, 114 ja 120. 
Lopputuotteita 105 ja 124 ei lähetetty, koska niiden puhtausasteesta ei ollut vielä 
varmuutta lähetystä tehtäessä. Ainoastaan yhdisteiden 102 ja 69 aktiivisuudesta ehdittiin 
saada tulokset. 
 
Yhdisteiden 102 ja 69 aktiivisuus määritettiin viittä eri jänniteherkän natriumkanavan 
isoformia (Nav1.2, Nav1.3, Nav1.4, Nav1.5, Nav1.6) kohtaan. Kummallakaan yhdisteistä 
ei ollut vaikutusta mihinkään tutkimuksen kohteena olleisiin natriumkanavan 
isoformeihin (Taulukko 2). Tutkimuksessa käytetty korkein pitoisuus oli 10 µM. 
 
Taulukko 2. Yhdisteiden aktiivisuus jänniteherkkien natriumkanavien eri isoformeja 
kohtaan 10 µM pitoisuuksilla. 



























Klatrodiini muutti jänniteherkkien natriumkanavien toimintaa 10 µM pitoisuuksilla, 
minkä takia se on aktiivisempi kuin sen analogit 102 ja 69. Yhdiste 102 eroaa 
klatrodiinista siten, että klatrodiinin pyrrolirengas on korvattu tiofeenillä ja rangan 
toisessa päässä on 2-aminoimidatsolin sekä kaksoissidoksen tilalla 2-
aminobentsotiatsolirakenne. Aktiivisuuden katoaminen voi johtua molemmista 
muutoksista tai jommastakummasta. Yhdisteessä 69 puolestaan 2-aminoimidatsoli ja 
kaksoissidos on korvattu aniliinilla, mikä kertoo aktiivisuuden erojen johtuvan tästä 
rakenteesta. 
 
2-aminoimidatsoliosa näyttäisi olevan klatrodiinin aktiivisuuden kannalta merkittävä. 2-
aminoimidatsolin pKa on noin 8,5, kun vastaavasti aniliinin on noin 5 ja 2-
aminobentsotiatsolin noin 4 (Jančić ym. 2007). Klatrodiini on siis yhdisteistä ainoa, 
joka esiintyy fysiologisessa pH:ssa ionisoituneena. Kun paikallispuudutteet sitoutuvat 
reseptorikohtaansa, positiivisesti varautuneet typpiatomit muodostavat fenyylialaniinin 
bentseenirenkaan kanssa kationi-π-sidoksia, mikä on kanavan salpauksen kannalta 
merkittävässä roolissa. Samat vuorovaikutukset saattavat selittää myös klatrodiinin 
aktiivisuutta.  
 
Rilutsoli 12 on 2-aminobentsotiatsolirakenteen sisältävä kaupallinen lääkevalmiste, 
jonka vaikutus ainakin osittain välittyy jänniteherkkien natriumkanavien salpaamisen 
kautta. Yhdiste 102 on siis myös rilutsolin rakenneanalogi, kuten muutkin tässä työssä 
syntetisoidut 2-aminobentsotiatsolijohdannaiset. Rilutsolissa on 6-asemassa kiinni 
trifluorimetoksiryhmä, joka vaikuttaa bentseenirenkaan elektronitiheyteen. Tällöin 
rilutsolin vuorovaikutukset voivat olla reseptorikohdassa riittävän erilaiset kuin 
yhdisteellä 102, jotta yhdisteellä 102 ei havaita samanlaista natriumkanavia salpaavaa 
vaikutusta. Toisaalta rilutsolin ja yhdisteen 102 erilaiset sivuketjut voivat muodostaa 
myös itse erilaisia vuorovaikutuksia vaikutuskohdan kanssa tai toimia steerisenä 
esteenä. 
 
Aktiivisuuskokeissa yhdisteiden vaikutuksia mitattiin viittä eri natriumkanavan 
isoformia kohtaan. Periaatteessa yhdisteet voisivat salvata jonkin testaamatta jätetyn 
isoformin toimintaa, kuten neuropaattiseen kipuun liitettyjen Nav1.7:n tai Nav1.8:n. 
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Myös synteesireitti 1:ssä suunniteltujen yhdisteiden syntetisoimisen onnistuminen ja 
niiden aktiivisuuden testaaminen olisivat antaneet merkittävää lisätietoa klatrodiinin 2-
aminoimidatsolin ja sen korvaavien heterosyklisten yhdisteiden osallisuudesta 
natriumkanavien salpaamiseen. 
 
Rakenne-aktiivisuussuhteiden päätteleminen tuloksista on mahdotonta, koska 
syntetisoiduista yhdisteistä vain kahdesta ehdittiin saada tulokset eikä kumpikaan ollut 
aktiivinen kokeessa käytetyillä pitoisuustasoilla. Lisäksi tulosten vertaamisessa 
klatrodiinin julkaistuun aktiivisuuteen on omat haasteensa, koska jänniteherkkien 
natriumkanavien salpaajien sitoutuminen on yleensä kanavan tilasta riippuvaista, jolloin 




7  JOHTOPÄÄTÖKSET 
 
Jänniteherkät natriumkanavat ovat mielenkiintoisia lääkevaikutuskohteita, koska uudet 
isoformiselektiiviset yhdisteet voivat olla käytössä olevaa lääkitystä tehokkaampia ja 
paremmin siedettyjä vaihtoehtoja muun muassa kroonisen kivun ja epilepsian hoidossa. 
Erikoistyön tavoitteena oli syntetisoida kahdenlaisia klatrodiinin analogeja ja tutkia 
niiden rakenne-aktiivisuussuhteita jänniteherkkien natriumkanavien isoformeja kohtaan.  
 
Klatrodiinin 2-aminobentsotiatsolianalogien syntetisoimiseksi saatiin kehitettyä toimiva 
nelivaiheinen reitti (synteesireitti 2.3) sekä kolmivaiheinen reitti (synteesireitti 2.2), 
jonka viimeinen vaihe ei toiminut kaikilla yhdisteillä. Kolmivaiheisen reitin 
välituotteina saatiin myös uusia yhdisteitä ja osa niistä lähetettiin aktiivisuuskokeisiin. 
Aktiivisuuskokeista ehdittiin saada tulokset ainoastaan kahdesta yhdisteestä, jotka eivät 
olleet aktiivisia. Kahden yhdisteen pohjalta rakenne-aktiivisuussuhteiden pohtiminen on 
mahdotonta, joten tarkempien analyysien tekemiseksi tarvitaan tulokset myös muista 




Klatrodiinin 1H-pyrroli-2-karboksiamidianalogeja (synteesireitti 1) ei onnistuttu 
syntetisoimaan. Synteesireitin ongelmaksi muodostui syklisoitumisreaktio välituotteen 
bromauksessa, jolloin saatiin 4,5-dihydro-oksatsolirakenne. Muodostunutta rakennetta 
käytettiin hyväksi pyrittäessä syntetisoimaan klatrodiinin 2-(1H-pyrrol-2-yyli)-4,5-
dihydro-oksatsolianalogeja. Näistä reaktioista ei onnistuttu saamaan yhtään 
lopputuotetta aktiivisuuskokeisiin tutkittavaksi. Tulevaisuuden haasteena olisikin 
kehittää näille synteesireiteille toimivat versiot. 
 
Synteesireittien ongelmista huolimatta tutkimuksessa onnistuttiin syntetisoimaan 20 
uutta yhdistettä. Tutkimuksen jatkon kannalta on merkittävää, ovatko vielä 
tutkimattomat syntetisoidut klatrodiinin 2-aminobentsotiatsolianalogit aktiivisia. Jos 
jokin näistä yhdisteistä osoittautuu aktiiviseksi, voi kehitettyä synteesireittiä käyttää 
hyväksi syntetisoitaessa sen johdannaisia. Toisaalta, jos tutkittavista yhdisteistä mikään 
ei ole aktiivinen, tulee pohtia erilaisten klatrodiinin analogien syntetisoimista.  
 
Klatrodiinin 2-aminobentsotiatsolianalogien biologista aktiivisuutta kannattaa tutkia 
myös muita vaikutuskohteita kuin jänniteherkkiä natriumkanavia kohtaan, koska jokin 
yhdisteistä voi osoittautua uudeksi johtomolekyyliksi. Klatrodiinilla, hymenidiinillä ja 
oroidiinilla on julkaistu olevan monenlaista biologista aktiivisuutta, joten 2-




8  KOKEELLINEN OSA 
 
8.1  Reagenssit ja laitteet 
 
Synteeseissä käytetyt reagenssit olivat kaikki saatavilla kaupallisilta valmistajilta. 
Reagenssit ja niiden puhtausaste sekä valmistaja on ilmoitettu taulukossa 3. 
Kaupallisilta valmistajilta ostetut vedettömät liuottimet (THF, MeCN ja DMF) 




Taulukko 3. Synteeseissä käytetyt reagenssit ja liuottimet sekä niiden puhtaus tai 
pitoisuus ja kaupallinen valmistaja. 
Reagenssi tai liuotin Puhtaus/ 
pitoisuus 
Valmistaja 
4-aminobentsonitriili 98 % Aldrich 
4-aminobentsyyliamiini 99 % Aldrich 
2-aminoetanoli ≥ 98 % Sigma-Aldrich 
4-amino-1-metyylibentseeni > 99 % Merck 
2-amino-1,3-propaanidioli 98 % Fluka 
3-amino-1-propanoli 99 % Aldrich 
ammoniumtiosyanaatti (NH4SCN) ≥ 99 % Merck 
asetonitriili (MeCN) 99,8 % Aldrich 
bentsoehappo 99 % Alfa Aesar 
bromi (Br2) ≥ 99,5 % Fluka 
n-butyylilitium 1,86 M Aldrich 
Dess-Martin perjodinaani (DMP) 97 %  Aldrich 
1,2-dibromietaani 99 % Aldrich 
dikloorimetaani (DCM) 99,9 % Sigma-Aldrich 
N-(3-dimetyyliaminopropyyli)-N’-etyylikarbodi-
imidihydrokloridi (EDC-HCl) 
≥ 98 % Fluka 
4-dimetyyliaminopyridiini (DMAP)  99 % Aldrich 
N,N-dimetyyliformamidi (DMF) 99,8 % Sigma-Aldrich 
dimetyylisulfoksidi (DMSO) ≥ 99,5 % Sigma-Aldrich 
1,4-dioksaani 99,8 % Aldrich 
di-tert-butyylidikarbonaatti (Boc2O)  ≥ 98% Fluka 
etanoli 96 % Altia 
etikkahappo 99,5 % Fluka 
etyyliasetaatti (EtOAc) ≥ 99,7 % Sigma-Aldrich 
etyylidi-isopropyyliamiini (DIEA) ≥ 98 % Fluka 
fenyyliasetyleeni ≥ 97 % Fluka 
9-fluorenyylimetyylikloroformaatti (Fmoc-Cl) ≥ 98 % Fluka 




fosforitribromidi (PBr3) 99 % Aldrich 
furaani-2-karboksyylihappo  ≥ 98 % Fluka 
HCl etanolissa  1,25 M Fluka 
indoli-2-karboksyylihappo 98 % Aldrich 
kaliumkarbonaatti (K2CO3) 99 % J.T.Baker 
kloroformi (CHCl3) 99,4 % VWR 
magnesium (Mg) ≥ 99,5 % Fluka 
metanoli (MeOH) ≥ 99,9 % Sigma-Aldrich 
1-metyyli-2-pyrrolikarboksyylihappo 97 % Aldrich 
natriumbikarbonaatti (NaHCO3) 100 % VWR 
natriumjodidi (NaI) ≥ 99 % Sigma-Aldrich 
natriumkarbonaatti (Na2CO3) 99,9 % Merck 
4-nitrobentsyyliamiinihydrokloridi  97 % Sigma-Aldrich 
palladiumhiili (Pd/C)  Aldrich 
piperidiini 99 % Sigma-Aldrich 
3-pyridiinikarboksialdehydi 98 % Aldrich 
pyridiini-3-karboksyylihappo 99,5 % Fluka 
tetrabromimetaani (CBr4) 99 % Aldrich 
tetrahydrofuraani (THF) ≥ 99,9 % Sigma-Aldrich 
tolueeni 99,7 % Sigma-Aldrich 
trietyyliamiini (Et3N) ≥ 99 % Sigma-Aldrich 
trifenyylifosfiini (Ph3P) 99 % Aldrich 
kiintokantajaan sidottu trifenyylifosfiini (Ph3P resin) 1,31 mmol/g Acros 
2-tiofeenikarbonyylikloridi 97 % Aldrich 
trifluorietikkahappo (TFA) 99 % Sigma-Aldrich 
2-(triklooriasetyyli)pyrroli 99 % Aldrich 
 
 
Reaktioiden edistymistä seurattiin ohutkerroskromatografialla (TLC), jossa käytettiin 
kaupalliselta valmistajalta (Merck, Darmstadt, Saksa) tilattuja silikageeli 60-F254 levyjä. 
Käytetyt ajoliuokset on ilmoitettu synteesiohjeissa ja tulosten havainnointiin on käytetty 
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UV-valoa (254 nm) tai TLC-levyn värjäyksessä ninhydriiniä (2 % ninhydriinin 
etanoliliuos). UV-valon lähteenä oli CAMAG dual wavelenght (254/366) -laite 
(Muttenz, Sveitsi). 
 
Syntetisoituja yhdisteitä puhdistettiin automatisoidulla pylväskromatografialla, Biotage 
SP1 -puhdistuslaitteella (Uppsala, Ruotsi), jossa käytettiin silikakolonneja (SNAP 10, 
25, 50 tai 100 g) ja UV-detektoria (254 nm) virtausnopeuden ollessa 10-30 ml/min. 
Manuaalisessa pylväskromatografisessa puhdistuksessa käytettiin silikaa (Merck silica 
gel 60) ja se tehtiin ainoastaan yhdisteelle 71 (menetelmä 2). Puhdistuksissa käytetyt 
ajoliuokset on ilmoitettu synteesiohjeissa. 
 
NMR-analyysit tehtiin Varian Mercury 300 MHz -spektrometrillä (Palo Alto, 
Kalifornia). Syntetisoiduista yhdisteistä ajettiin aina 
1
H-NMR ja tarvittaessa 
13
C-NMR. 
Liuottimena käytettiin deuteroitua kloroformia (CDCl3), asetonia (asetoni-d6) tai 
dimetyylisulfoksidia (DMSO-d6), jotka tilattiin kaupalliselta valmistajalta (Aldrich). 
Yhdisteiden kemialliset siirtymät (δ) on ilmoitettu ppm-yksiköissä (parts per million) ja 
ne on suhteutettu liuotinpiikkien mukaan (CDCl3 7,26 ja 77,16 ppm, asetoni-d6 2,05 ja 
29,84 ppm, DMSO-d6 2,50 ja 39,52 ppm). 
 
Nestekromatografia-massaspektrometriset (LC-MS) analyysit suoritettiin HP 1100-
laitteella (Hewlett Packard) ja ESI-ionilähteellä varustetulla Esquire-LC-
ioniloukkumassaspektrometrillä (Bruker Daltonik, Bremen, Germany). Pääkolonnina 
käytettiin Waters XBridge C18 (2,1 mm, 50 mm, 2,5 μm) ja esikolonnina Waters 
XBridge C18 (2,1 mm, 10 mm, 2,5 μm). Detektoinnissa käytettiin 210 nm 
aallonpituutta. Mittaukset suoritettiin gradienttiajoina, joissa eluenttina oli veden (+0,1 
% HCOOH) ja asetonitriilin (+0,1 % HCOOH) seos, virtausnopeuden ollessa 0,4 
ml/min. Asetonitriilin pitoisuus nousi 20 %:sta 95 %:iin yhdeksän minuutin aikana, ja 
pysyi tässä pitoisuudessa kolme minuuttia. Sitten asetonitriilin pitoisuus laski 
minuutissa takaisin 20 %:iin. 
 
Korkean erotuskyvyn massaspektrit mitattiin Synapt G2 HDMS Q-TOF -laitteella 
(Milford, MA, USA), jossa oli positiivinen ESI-ionilähde. Helsingin yliopiston 
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Farmaseuttisen kemian osaston erikoistyöntekijä Niina Kannela mittasi 
desorptioilmanpainefotoionisaatio-massaspektrometrilla (DAPPI-MS) reaktion 
etenemistä yhdisteen 79 synteesissä. Laitteisto on kuvattu Kannelan erikoistyössä. 
 
Mikroaaltoavusteiset reaktiot suoritettiin Biotage SP1MW -laitteella (Uppsala, Ruotsi). 
Infrapunaspektrit määritettiin Bruker Vertex 70 FT-IR -spektrometrillä (Ettlingen, 
Saksa) prismatekniikkaa käyttäen. Sulamispisteet mitattiin digitaalisella Electrothermal 
Engineering IA9100 -laitteella (Essex, Iso-Britannia). 
 
8.2  Synteesit 
 
N-(2-hydroksietyyli)-1H-pyrroli-2-karboksiamidi (60). Liuotettiin  
2-(triklooriasetyyli)pyrroli (2,00 g, 9,40 mmol, 1 ekv) kuivaan THF:iin (10 ml) argonin 
alla. Lisättiin jäähauteella (0 °C) olevaan reaktioseokseen THF:iin (10 ml) liuotettu  
2-aminoetanoli (0,547 g, 0,570 ml, 9,40 mmol, 1 ekv) tipoittain 15 minuutin kuluessa. 
Saatua ruskeaa liuosta sekoitettiin huoneenlämmössä 24 tuntia, jonka jälkeen lisättiin 
Na2CO3 (0,500 g, 4,70 mmol, 0,5 ekv), koska reaktio ei ollut mennyt loppuun. Reaktion 
edistymistä seurattiin TLC:lla (eluentti: DCM - MeOH 3 %). Annettiin reagoida vielä 
24 tuntia, jonka jälkeen haihdutettiin suurin osa THF:sta pois. Saatu jäännös liuotettiin 
DCM:iin (20 ml), joka pestiin HCl:lla (2 x 10 ml). Vesifaasi neutraloitiin kylläisellä 
NaHCO3-liuoksella ja uutettiin EtOAc:lla (3 x 15 ml). Yhdistetyt orgaaniset faasit 
pestiin kylläisellä NaCl-liuoksella (25 ml), kuivattiin vedettömällä Na2SO4:lla, 
suodatettiin ja haihdutettiin pyöröhaihduttimella. Saatu oranssi öljy puhdistettiin 
pylväskromatografisesti Biotage-laitteella (SiO2: DCM - MeOH 5 %). Saatiin väritöntä 
kiinteää tuotetta 0,60 g (41 %). 
 
1
H-NMR (300 MHz, CDCl3) δ 9,61 (s, 1H), 6,93‒6,91 (m, 1H), 6,61‒6,58 (m, 1H), 6,43 
(s, 1H), 6,24‒6,21 (m, 1H), 3,80 (t, J = 5,1 Hz, 2H), 3,58 (q, J = 5,3 Hz, 2H), 2,10 (s, 
1H). 
1
H-NMR ei ole täysin yhteneväinen viitteen kanssa johtuen eri liuottimesta ja 
viitteessä käytetystä tarkemmasta laitteesta (Jacobsen ym. 2010). Kirjallisuusarvot:  
1
H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 11,40 (s, 1H), 7,95 (t, J = 5,2 Hz, 1H), 6,82 (s, 1H), 
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6.75 (s, 1H), 6,06 (dd, J = 2,4 Hz, 6,4 Hz, 1H), 4,72 (t, J = 5,4 Hz, 1H), 3,47 (q, J = 5,6 
Hz, 2H), 3,26 (q, J = 6,4 Hz, 2H). 
 
2-(1H-pyrrol-2-yyli)-4,5-dihydro-oksatsoli (71). Menetelmä 1: Liuotettiin 60 (0,150 
mg, 0,973 mmol, 1ekv) kuivaan asetonitriiliin (10 ml) argonin alla. Kirkkaaseen 
värittömään liuokseen lisättiin kiintokantajaan sidottu Ph3P (1,31 mmol/g, 1,11 g, 1,45 
mmol, 1,5 ekv) ja CBr4 (0,481 g, 1,45 mmol, 1,5 ekv). Saatua seosta sekoitettiin 
huoneenlämmössä 21 tuntia, jonka aikana reaktion edistymistä seurattiin TLC:lla 
(eluentti: DCM - MeOH 5 %). Ph3P suodatettiin pois ja saatu liuos haihdutettiin 
pyöröhaihduttimella. Saatu jäännös liuotettiin EtOAc:iin (50 ml), joka pestiin 1 M 
NaOH-liuoksella (25 ml) ja kylläisellä NaCl-liuoksella (25 ml), kuivattiin vedettömällä 
Na2SO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin pyöröhaihduttimella. Saatiin kellertävän 
valkoista kiinteää tuotetta 0,050 mg (38 %). Uudelleenkiteytys vedestä ja etanolista 
tuotti hieman rusehtavia kiteitä 0,013 mg (10 %). 
 
Menetelmä 2: Liuotettiin 60 (0,100 g, 0,649 mmol, 1 ekv) kloroformiin (10 ml) ja 
lisättiin PBr3 (0,176 g, 0,062 ml, 0,649 mmol, 1 ekv). Refluksoitiin öljyhauteella 19 
tuntia, jonka jälkeen lisättiin PBr3 (0,031 ml, 0,325 mmol, 0,5 ekv), ja refluksoitiin vielä 
2 tuntia. Reaktion edistymistä seurattiin TLC:lla (eluentti: DCM - MeOH 5 %). 
Jäähtyneeseen reaktioseokseen lisättiin saturoitua NaHCO3-liuosta (10 ml), joka 
uutettiin kloroformilla (40 ml). Orgaaninen faasi pestiin kylläisellä NaCl-liuoksella (25 
ml), kuivattiin vedettömällä Na2SO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin 
pyöröhaihduttimella. Saatiin valkoisen kiinteän aineen ja kellertävän öljyn seos, joka 
puhdistettiin pylväskromatografisesti (SiO2: EtOAc:Hex 3:1). Saatiin valkoista kiinteää 
tuotetta 0,015 g (17 %). 
 
Menetelmä 3: Liuotettiin 60 (0,100 g, 0,649 mmol, 1 ekv) kuivaan DCM:iin (3,5 ml) 
argonin alla. Lisättiin liuokseen Ph3P (0,257 g, 0,974 mmol, 1,5 ekv) ja CBr4 (0,325 g, 
0,974 mmol, 1,5 ekv). Keltaista liuosta sekoitettiin huoneenlämmössä 2 tuntia, jonka 
aikana reaktion edistymistä seurattiin TLC:lla (eluentti: DCM - MeOH 5 %). Liuos 
neutraloitiin jäähauteella 2 M NaOH-liuoksella (5 ml) ja uutettiin EtOAc:lla (10 + 5 
ml). Yhdistetyt orgaaniset faasit pestiin kylläisellä NaCl-liuoksella (8 ml), kuivattiin 
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vedettömällä Na2SO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin pyöröhaihduttimella. Saatiin 
keltaista öljyä, josta ei onnistuttu eristämään haluttua tuotetta. 
 
1
H-NMR (300 MHz, CDCl3) δ 10,61 (s, 1H), 6,91 (s, 1H) 6,75 (dd, J = 3,6, 1,4 Hz, 1H), 
6,25 (t, J = 3,2 Hz, 1H), 4,41 (t, J = 9,3 Hz, 2H), 4,02 (t, J = 9,2 Hz, 2H). 
13
C-NMR (75 
MHz, CDCl3) δ 159,7, 122,1, 120,3, 112,8, 109,9, 67,7, 54,3. LC-MS: [M+H]
+
, m/z 137 
(tr = 0,52 min), > 99 %. HRMS (ESI
+





C-NMR ovat yhteneväisiä viitteen kanssa (Brimble ym. 1988). 
 
N-(3-hydroksipropyyli)-1H-pyrroli-2-karboksiamidi (73). Liuotettiin  
2-(triklooriasetyyli)pyrroli (2,00 g, 9,40 mmol, 1 ekv) kuivaan THF:iin (20 ml) argonin 
alla. Lisättiin jäähauteella (0 °C) Na2CO3 (1,00 g, 9,40 mmol, 1 ekv) ja 3-amino-1-
propanoli (0,706 g, 0,719 ml, 9,40 mmol, 1 ekv) tipoittain 5 minuutin kuluessa. Saatua 
ruskeaa suspensiota (valkoista sakkaa) sekoitettiin huoneenlämmössä 21 tuntia. 
Reaktion edistymistä seurattiin TLC:lla (eluentti: DCM - MeOH 3 %). Haihdutettiin 
suurin osa THF:sta pois ja saatu jäännös liuotettiin EtOAc:iin (30 ml), joka pestiin 1 M 
HCl-liuoksella (2 x 15 ml). Vesifaasi neutraloitiin saturoidulla NaHCO3-liuoksella ja 
uutettiin EtOAc:lla (3 x 10 ml). Yhdistetyt orgaaniset faasit pestiin kylläisellä NaCl-
liuoksella (30 ml), kuivattiin vedettömällä Na2SO4, suodatettiin ja haihdutettiin 
pyöröhaihduttimella. Saatu oranssihtava öljy puhdistettiin pylväskromatografisesti 




H-NMR (300 MHz, CDCl3) δ 9,71 (s, 1H), 6,94‒6,92 (m, 1H), 6,58‒6,56 (m, 1H), 6,40 
(s, 1H), 6,24‒6,21 (m, 1H), 3,70 (t, J = 5,7 Hz, 2H), 3,59‒3,57 (m, 2H), 2,55 (s, 1H), 
1,77 (p, J = 5,7 Hz, 2H). 
1
H-NMR on yhteneväinen viitteen kanssa (Horne ja Yakushijin 
2001). 
 
2-(1H-pyrrol-2-yyli)-5,6-dihydro-4H-1,3-oksatsiini (74). Liuotettiin 73 (0,050 g, 0,30 
mmol, 1 ekv) kuivaan DCM:iin (6 ml) argonin alla. Lisättiin liuokseen kiintokantajaan 
sidottu Ph3P (1,6 mmol/g, 0,28 g, 0,45 mmol, 1,5 ekv) ja CBr4 (0,15 g, 0,45 mmol, 1,5 
ekv). Keltainen liuos, jossa Ph3P liukenemattomana. Sekoitettiin huoneenlämmössä 2 
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tuntia, jonka aikana reaktion edistymistä seurattiin TLC:lla (eluentti: DCM - MeOH 10 
%). Ph3P suodatettiin pois ja saatuun liuokseen lisättiin EtOAc:a (15 ml), joka pestiin 1 
M NaOH-liuoksella (10 ml) ja kylläisellä NaCl-liuoksella (15 ml), kuivattiin 
vedettömällä Na2SO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin pyöröhaihduttimella. Saatiin 
valkoista kiinteää tuotetta (raakasaanto: 0,060 g, 87 %), joka analysoitiin puhdistamatta. 
 
1
H-NMR (300 MHz, CDCl3) δ 9,25 (s, 1H), 6,83‒6,81 (m, 1H), 6,61‒6,59 (m, 1H), 
6,21‒6,19 (m, 1H), 4,31 (t, J = 5,4 Hz, 2H), 3,54‒3,47 (m, 2H), 2,02‒1,94 (m, 2H).  
1
H-NMR on yhteneväinen viitteen kanssa (Papadopoulos ja George 1977). 
 
N,N-bis(2-hydroksietyyli)-1H-pyrroli-2-karboksiamidi (77). Liuotettiin  
2-(triklooriasetyyli)pyrroli (2,00 g, 9,41 mmol, 1 ekv) kuivaan THF:iin (50 ml) argonin 
alla. Lisättiin 2-amino-1,3-propaanidioli (0,857 g, 9,41 mmol, 1 ekv) ja Na2CO3 (1,00 g, 
9,41 mmol, 1 ekv). Syntyi vaaleankellertävä liuos, jossa valkoista sakkaa (Na2CO3). 
Rektioseosta lämmitettiin (60 °C) 23 tuntia, jonka aikana reaktion edistymistä seurattiin 
TLC:lla (eluentti: DCM - MeOH 10 %). THF haihdutettiin pyöröhaihduttimella ja saatu 
jäännös liuotettiin EtOAc:iin (20 ml), joka pestiin 1 M HCl-liuoksella (2 x 10 ml) ja 
vedellä (2 x 15 ml). Yhdistetyt HCl- ja H2O-faasit haihdutettiin pyöröhaihduttimella 
kuivaksi. Saatu keltaisenruskea tuote puhdistettiin pylväskromatografisesti Biotage-




H-NMR (300 MHz, asetoni-d6) δ 10,65 (s, 1H), 7,02 (s, 1H), 6,96‒6,94 (m, 1H), 
6,77‒6,74 (m, 1H), 6,15‒6,12 (m, 1H), 4,11‒4,02 (m, 1H), 7,97 (t, J = 5,7 Hz, 2H), 
3,78‒3,66 (m, 4H). 13C-NMR (75 MHz, asetoni-d6) δ 162,2, 127,4, 122,1, 110,3, 109,8, 
62,6, 54,4. HRMS (ESI
+
): laskettu 185,0926 (C8H13N2O3), löydetty 185,0918. 
 
4-(bromimetyyli)-2-(1H-pyrrol-2-yyli)-4,5-dihydro-oksatsoli (79). Liuotettiin 77 
(0,200 g, 1,09 mmol, 1 ekv) kuivaan asetonitriiliin (50 ml) argonin alla. Syntyneeseen 
kirkkaaseen liuokseen punnittiin kiintokantajaan sidottu Ph3P (1,31 mmol/g, 2,50 g, 
3,27 mmol, 3 ekv). Reaktioseokseen lisättiin tipoittain CBr4 (1,08 g, 3,27 mmol, 3 ekv), 
joka oli liuotettu asetonitriiliin (5 ml), noin 5 minuutin kuluessa. Vaaleankeltainen liuos, 
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jossa Ph3P liukenemattomana. Annettiin reagoida huoneenlämmössä 7 tuntia, jonka 
aikana Ph3P oli muuttunut keltaisesta punaiseksi. Reaktion edistymistä seurattiin 
TLC:lla (eluentti: DCM - MeOH 10 %). Ph3P suodatettiin pois ja saatu liuos 
haihdutettiin pyöröhaihduttimella. Saatu tuote liuotettiin EtOAc:iin (50 ml), joka pestiin 
1 M NaOH-liuoksella (25 ml) ja kylläisellä NaCl-liuoksella (25 ml), kuivattiin 
vedettömällä Na2SO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin pyöröhaihduttimella. Saatiin 
vaaleankeltaista kiinteää tuotetta (raakasaanto: 0,223 g, 89 %), jota käytettiin 
seuraavaan reaktiovaiheeseen puhdistamatta. 
 
1
H-NMR (300 MHz, CDCl3) δ 9,37 (s, 1H), 6,97‒6,94 (m, 1H), 6,82‒6,79 (m, 1H), 
6,29‒6,26 (m, 1H), 4,61‒4,51 (m, 1H), 4,48 (t, J = 8,9 Hz, 1H), 4,31 (dd, J = 8,4, 6,6 
Hz, 1H), 3,62 (dd, J = 9,9, 3,9 Hz, 1H), 3,37 (dd, J = 10,1, 8,0 Hz, 1H). 
13
C-NMR (75 
MHz, CDCl3) δ 160,3, 122,7, 119,5, 113,9, 110,4, 71,8, 66,7, 35,5. HRMS (ESI
+
): 
laskettu 228,9977 (C8H10N2OBr), löydetty 228,9979. 
 
4-metyyli-2-(1H-pyrrol-2-yyli)oksatsoli (85). Menetelmä 1: Liuotettiin 
fenyyliasetyleeni (0,054 g, 0,058 ml, 0,52 mmol, 1,2 ekv) kuivaan THF:iin (2 ml) 
argonin alla. Reaktioliuos jäähdytettiin -78 °C:n lämpötilaan hauteella ja lisättiin n-BuLi 
(1,9 M, 0,29 ml, 0,52 mmol, 1,2 ekv). Sekoitettiin keltaista liuosta 3 tuntia, jonka aikana 
hauteen lämpötila nousi +3 °C:n lämpötilaan. Lisättiin huoneenlämpöiseen 
reaktioseokseen NaI (0,0066 g, 0,044 mmol, 0,1 ekv) ja THF:iin (3 ml) liuotettu 79 
(0,10 g, 0,44 mmol, 1 ekv). Saatua oranssia liuosta sekoitettiin 60 °C lämpötilassa 48 
tuntia. Reaktion edistymistä seurattiin TLC:lla (eluentti: EtOAc:Hex 1:1). 
Jäähtyneeseen reaktioseokseen lisättiin kylläistä NH4Cl-liuosta (10 ml), joka uutettiin 
EtOAc:lla (25 ml). EtOAc-faasi pestiin vedellä (10 ml) ja kylläisellä NaCl-liuoksella 
(10 ml), kuivattiin vedettömällä Na2SO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin 
pyöröhaihduttimella. Saatu ruskea öljy puhdistettiin pylväskromatografisesti Biotage-
laitteella (SiO2: EtOAc:Hex 1:9  1:1). Saatiin kellertävää kiinteää tuotetta 0,020 g (31 
%). 
 
Menetelmä 2: Liuotettiin 79 (0,050 g, 0,22 mmol, 1 ekv) ja NaHCO3 (0,028 g, 0,33 
mmol, 1,5 ekv) kuivaan DMSO:iin (0,5 ml) argonin alla. Vaaleankeltaista seosta 
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(NaHCO3:a ei liuenneena) säteilytettiin mikroaalloilla Biotage-laitteella 100 °C:n 
lämpötilassa ensin 45 minuuttia, jonka jälkeen vielä 90 minuuttia ja 120 minuuttia 
samassa lämpötilassa. Säteilytysten välissä reaktion edistymistä seurattiin TLC:lla 
(eluentti: EtOAc:Hex 1:1). Oranssiksi muuttuneeseen seokseen lisättiin EtOAc:a (30 
ml), mikä pestiin vedellä (3 x 15 ml), kuivattiin vedettömällä Na2SO4:lla, suodatettiin ja 
haihdutettiin pyöröhaihduttimella. Saatiin ruskeaa öljyä tuotteeksi 0,025 g, joka 
analysoitiin puhdistamatta pienen määrän takia. 
 
Menetelmä 3: Liuotettiin 79 (0,10 g, 0,44 mmol, 4 ekv) metanoliin (2 ml), mihin 
lisättiin kiintokantajaan sidottu Ph3P (1,3 mmol/g, 0,25 g, 0,33 mmol, 3 ekv), K2CO3 
(0,061 g, 0,44 mmol, 4 ekv) ja 3-pyridiinikarboksialdehydi (0,012 g, 0,011 ml, 0,11 
mmol, 1 ekv). Vaaleanpunaista seosta (Ph3P ei liuenneena) säteilytettiin mikroaalloilla 
Biotage-laitteella 150 °C:n lämpötilassa 30 minuuttia. Tumman viininpunaiseksi 
muuttuneesta reaktioseoksesta suodatettiin Ph3P pois. Saatuun liuokseen lisättiin 
EtOAc:a (20 ml), mikä pestiin vedellä (2 x 20 ml), kuivattiin vedettömällä Na2SO4:lla, 
suodatettiin ja haihdutettiin pyöröhaihduttimella. Saatu tummanpunainen öljy 
puhdistettiin pylväskromatografisesti Biotage-laitteella (SiO2: EtOAc:Hex 25:75  
30:70). Saatiin kellertävää kiinteää tuotetta n. 10 mg. 
 
1
H-NMR (300 MHz, CDCl3) δ 10,04 (s, 1H), 7,31 (q, J = 1,2 Hz, 1H), 6,90‒6,88 (m, 
1H), 6,82‒6,79 (m, 1H), 6,30‒6,27 (m, 1H), 2,20 (d, J = 1,2 Hz, 3H). 13C-NMR (75 
MHz, CDCl3) δ 157,0, 136,8, 132,9, 121,1, 120,8, 110,3, 110,2, 11,6. HRMS (ESI
+
): 
laskettu 149,0715 (C8H9N2O), löydetty 149,0717. 
 
4-{bis[(1,1-dimetyylietoksi)karbonyyli]amino}bentsonitriili (66). Liuotettiin  
4-aminobentsonitriili (2,00 g, 16,9 mmol, 1 ekv) ja DMAP (0,413 g, 3,38 mmol, 0,2 
ekv) kuivaan dikloorimetaaniin (25 ml) argonin alla. Syntyneeseen keltaisenoranssiin 
liuokseen lisättiin Boc2O (9,22 g, 42,3 mmol, 2,5 ekv). Reaktioliuosta sekoitettiin 
huoneenlämmössä 22 tuntia, jonka aikana reaktion edistymistä seurattiin TLC:lla 
(eluentti: EtOAc:Hex 1:2). Liuos pestiin 0,5 M HCl-liuoksella (2 x 15 ml), vedellä (2 x 
15 ml) ja kylläisellä NaCl-liuoksella (2 x 30 ml). H2O-pesun yhteydessä syntynyt 
emulsio rikottiin lisäämällä dikloorimetaania (30 ml). DCM-faasi kuivattiin 
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vedettömällä Na2SO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin pyöröhaihduttimella. Saatu 
keltaisenoranssi öljy puhdistettiin pylväskromatografisesti Biotage-laitteella (SiO2, 
EtOAc:Hex 1:9  6:4). Saatiin valkoista kiinteää tuotetta 2,02 g (38 %). 
 
1
H-NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7,68‒7,65 (m, 2H)
a
, 7,28‒7,25 (m, 2H)a, 1,42 (s, 18H). 
13
C-NMR (75 MHz, CDCl3) δ 151,1, 143,5, 132,8, 129,0, 118,5, 111,4, 83,8, 28,0.  
 
a
 Kyseiset NMR-spektrin piikit on merkitty multipleteiksi hienorakenteensa takia. Niistä 
on kuitenkin selkeästi erotettavissa kytkentä toisiinsa (dupletti), kytkentävakioiden 
ollessa 8,4-9,0 Hz yhdisteestä riippuen. 
 
4-{bis[(1,1-dimetyylietoksi)karbonyyli]amino}bentsyyliamiini (67). Liuotettiin 66 
(1,95 g, 6,15 mmol, 1 ekv) etanoliin (30 ml, 96 %). Liuokseen lisättiin Pd/C (0,195 g, 
10 m-%) ja lopuksi 1,25 M vetykloridihappoa etanolissa (24 µl). Sekoitettiin liuosta H2-
atmosfäärissä huoneenlämmössä 6 tuntia. Reaktion edistymistä seurattiin TLC:lla 
(eluentti: EtOAc:Hex 1:5). Reaktioliuos suodatettiin Celiten läpi ja haihdutettiin etanoli 
pois pyöröhaihduttimella. Kuivattiin öljypumpussa, jolloin saatiin valkoista kiinteää 




H-NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7,32‒7,28 (m, 2H)
a
, 7,12‒7,09 (m, 2H)a, 3,88 (s, 2H), 
1,43 (s, 18H). 
 
4-{bis[(1,1-dimetyylietoksi)karbonyyli]amino}bentsyyli-1H-pyrroli-2-
karboksiamidi (68). Liuotettiin 67 (1,00 g, 3,10 mmol, 1 ekv) ja  
2-(triklooriasetyyli)pyrroli (0,659 g, 3,10 mmol, 1 ekv) kuivaan THF:iin (10 ml) 
argonin alla. Syntyi vaaleankellertävä liuos, johon lisättiin Na2CO3 (0,329 g, 3,10 
mmol, 1 ekv). Na2CO3 ei liuennut THF:iin (valkoinen sakka). Sekoitettiin 42 tuntia 
huoneenlämmössä, jonka aikana reaktion edistymistä seurattiin TLC:lla (eluentti: 
EtOAc:Hex 1:1). Haihdutettiin suurin osa THF:sta pois. Saatu jäännös liuotettiin 
EtOAc:iin (25 ml), joka pestiin 0,5 M HCl-liuoksella (2 x 15 ml) ja kylläisellä NaCl-
liuoksella (10 ml). Pesujen aikana muodostui orgaaniseen faasiin keltainen suspensio, 
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joka liukeni lisättäessä metanolia. Orgaaninen faasi haihdutettiin kuivaksi 
pyöröhaihduttimella. Saatu keltainen öljy puhdistettiin pylväskromatografisesti Biotage-




H-NMR (300 MHz, CDCl3) δ 9,68 (s, 1H), 7,30 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,11 (d, J = 8,4 
Hz, 2H), 6,93‒6,91 (m, 1H), 6,58‒6,56 (m, 1H), 6,24‒6,21 (m, 2H), 4,60 (d, J = 6,3 Hz, 
2H), 1,44 (s, 18H). 
13
C-NMR (75 MHz, CDCl3) δ 161,3, 152,2, 138,7, 137,8, 128,3, 
128,2, 125,8, 121,9, 109,9, 109,4, 83,0, 43,0, 28,1. 
 
N-(4-aminobentsyyli)-1H-pyrroli-2-karboksiamidi (69). Menetelmä 1: Liuotettiin 98 
(0,350 g, 1,43 mmol, 1 ekv) EtOH:n (30 ml, 96 %) ja EtOAc:n (15 ml) seokseen. 
Lisättiin Pd/C (0,035 g, 10 m-%) ja sekoitettiin liuosta H2-atmosfäärissä 
huoneenlämmössä 4 tuntia, jonka aikana reaktion edistymistä seurattiin TLC:lla 
(eluentti: DCM - MeOH 5 %). Reaktioliuos suodatettiin Celiten läpi ja haihdutettiin 
liuottimet pois pyöröhaihduttimella. Saatiin miltei valkoista kiinteää tuotetta 
(raakasaanto: 0,280 mg, 91 %), jota käytettiin seuraavaan reaktiovaiheeseen 
puhdistamatta. Uudelleenkiteytettiin kloroformista ja asetonista osa tuotteesta 
aktiivisuuskokeita varten, jolloin saatiin valkoisia kiteitä. 
 
Menetelmä 2: Liuotettiin 68 (0,250 g, 0,602 mmol, 1 ekv) dikloorimetaaniin (6,0 ml). 
Syntyneeseen keltaiseen liuokseen lisättiin TFA (1,5 ml), jolloin liuos muuttui 
oranssiksi. Annettiin sekoittua huoneenlämmössä 1 tunti, jonka aikana reaktion 
edistymistä seurattiin TLC:lla (eluentti: DCM - MeOH 10 %). Liuottimet haihdutettiin 
pois pyöröhaihduttimella ja oranssi jäännös liuotettiin EtOAc:iin (40 ml). EtOAc-faasi 
pestiin 2 M NaOH-liuoksella (2 x 25 ml) ja vedellä (2 x 25 ml), kuivattiin vedettömällä 
Na2SO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin pyöröhaihduttimella. Syntyi oranssinkeltainen 
kiinteä tuote, joka uudelleenkiteytettiin kloroformista. Saatiin rusehtavan valkoista 
kiinteää tuotetta 0,060 g (47 %). 
 
1
H-NMR (300 MHz, asetoni-d6) δ 7,57 (s, 1H), 7,05‒7,00 (m, 2H)
a
, 6,95‒6,92 (m, 1H), 





C-NMR (75 MHz, asetoni-d6) δ 161,4, 148,3, 129,5, 128,7, 127,7, 121,8, 
115,0, 109,8, 109,6, 43,0. LC-MS: [M+H]
+
, m/z 216 (tr = 0,58 min), > 99 %. FT-IR 
(prisma, cm
-1
) 3387, 1622, 1559, 1514, 1318, 738. Sulamispiste 162‒163 °C. Rf = 0,17 
(EtOAc:Hex 1:1). HRMS (ESI
+
): laskettu 216,1137 (C12H14N3O), löydetty 216,1139. 
 
6-metyylibentso[d]tiatsoli-2-amiini (93). Liuotettiin 4-metyylianiliini (0,100 g, 0,933 
mmol, 1 ekv) ja NH4SCN (0,566 g, 7,44 mmol, 8 ekv) etikkahappoon (2 ml). Lisättiin 
keltaiseen reaktioliuokseen etikkahappoon (0,6 ml) liuotettu Br2 (0,445 g, 0,150 ml, 
2,79 mmol, 3 ekv) tipoittain 30 minuutin kuluessa. Muodostunutta oranssinruskeaa 
seosta sekoitettiin huoneenlämmössä 5 tuntia, jonka jälkeen sekoitus otettiin pois ja 
reaktioseos jätettiin yön yli huoneenlämpöön seisomaan. Reaktion edistymistä seurattiin 
TLC:lla (eluentti: DCM - MeOH 10 %). Yön aikana reaktioseos oli jähmettynyt 
viininpunaiseksi puolikiinteäksi seokseksi. Liuotettiin seoksesta tuotetta lisäämällä vettä 
(3 ml) ja etikkahappoa (1 ml). Muodostunut suspensio suodatettiin ja jäännösliuos 
neutraloitiin 25 % NH3-liuoksella. Neutraloitu liuos uutettiin EtOAc:lla (4 x 20 ml), 
joka kuivattiin vedettömällä Na2SO4, suodatettiin ja haihdutettiin pyöröhaihduttimella. 
Saatu keltainen kiinteä tuote puhdistettiin pylväskromatografisesti Biotage-laitteella 
(SiO2: DCM - MeOH 4 %). Saatiin vaaleankellertävää kiinteää tuotetta 0,015 g (10 %). 
 
1
H-NMR (300 MHz, asetoni-d6) δ 7,42 (s, 1H), 7,28 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,05 (dd, J = 
8,1, 1,1 Hz, 1H), 6,73 (s, 2H), 2,34 (s, 3H). 
13
C-NMR (75 MHz, asetoni-d6) δ 166,6, 
151,9, 132,7, 131,7, 127,4, 121,6, 119,0, 21,1. 
1
H-NMR ei ole täysin yhteneväinen 
viitteen kanssa eri liuottimesta johtuen (Patel ym. 2012). Kirjallisuusarvot:  
1
H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 7,53‒7,39 (m, 3H), 5,89 (s, 2H), 1,96 (s, 3H). 
 
2-aminobentso[d]tiatsoli-6-karbonitriili (94). Liuotettiin 4-aminobentsonitriili (1,00 
g, 8,46 mmol, 1 ekv) ja NH4SCN (1,29 g, 16,9 mmol, 2 ekv) muurahaishappoon (17 
ml). Kellertävän ruskeaan liuokseen lisättiin muurahaishappoon (5,1 ml) liuotettu Br2 
(4,06 g, 1,30 ml, 25,4 mmol, 3 ekv) tipottain 15 minuutin kuluessa. Lisäyksen edetessä 
muodostui keltaista sakkaa ja Br2:n lisäyksen loputtua liuos oli muuttunut miltei 
kiinteäksi seokseksi. Reaktioseos jätettiin seisomaan yön yli huoneenlämpöön. 
Reaktioseokseen lisättiin vettä (30 ml) ja etikkahappoa (10 ml). Saatu suspensio 
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suodatettiin ja suodatusliuos neutraloitiin 25 % NH3-liuoksella. Muodostui keltaista 
sakkaa (1,37 g), joka otettiin talteen. Sakan suodatuksen jälkeen liuokseen muodostui 
valkoinen saostuma (0,060 g), joka myös otettiin talteen. Loppuosa suodoksesta 
uutettiin EtOAc:lla (3 x 50 ml). Yhdistetyt EtOAc-faasit pestiin kylläisellä NaCl-
liuoksella (50 ml), kuivattiin vedettömällä Na2SO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin 
pyöröhaihduttimella. Saatiin keltaista öljyä (0,910 g). Kerätyt tuotteet olivat kaikki 
useamman yhdisteen seoksia, joista ei pystytty eristämään haluttua lopputuotetta useasta 
pylväskromatografisesta puhdistuksesta huolimatta. 
 
N-(4-nitrobentsyyli)tiofeeni-2-karboksiamidi (100). Liuotettiin  
4-nitrobentsyyliamiinihydrokloridi (0,500 g, 2,65 mmol, 1 ekv) kuivaan THF:iin (40 
ml) argonin alla. Muodostuneeseen valkoiseen suspensioon lisättiin 2-
tiofeenihappokloridi (0,428 g, 0,312 ml, 2,92 mmol, 1,1 ekv) ja Et3N (0,671 g, 0,924 
ml, 6,63 mmol, 2,5 ekv). Sekoitettiin huoneenlämmössä 27 tuntia, jonka aikana reaktion 
edistymistä seurattiin TLC:lla (eluentti: DCM - MeOH 5 %). Suurin osa THF:sta 
haihdutettiin pois pyöröhaihduttimella. Saatu jäännös liuotettiin EtOAc:iin (30 ml), joka 
pestiin 0,5 M HCl:lla (15 ml) ja vedellä (15 ml). EtOAc-faasi kuivattiin vedettömällä 
Na2SO4:lla, suodatettiin ja haihdutettuun pyöröhaihduttimella. Saatu oranssi kiinteä 
tuote puhdistettiin pylväskromatografisesti Biotage-laitteella (SiO2: EtOAc:Hex 25:75 
 75:25). Saatiin valkoista kiinteää tuotetta 0,370 g (53 %).  
 
1
H-NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8,21‒8,16 (m, 2H), 7,56 (dd, J = 3,6, 1,2 Hz, 1H), 
7,53‒7,49 (m, 3H), 7,11‒7,08 (m, 1H), 6,49 (s, 1H), 4,72 (d, J = 6,3 Hz, 2H). 13C-NMR 
(75 MHz, CDCl3) δ 162,2, 147,6, 145,8, 138,1, 130,7, 128,8, 128,5, 128,0, 124,1, 43,4. 
 
N-(4-nitrobentsyyli)-1H-pyrroli-2-karboksiamidi (98). Liuotettiin  
4-nitrobentsyyliamiinihydrokloridi (0,500 g, 2,65 mmol, 1 ekv) ja 2-
(triklooriasetyyli)pyrroli (0,563 g, 2,65 mmol, 1 ekv) kuivaan DMF:iin (25 ml) argonin 
alla Syntyneeseen vaaleankeltaiseen liuokseen lisättiin Et3N (0,536 g, 0,738 ml, 5,30 
mmol, 2 ekv), jolloin muodostui valkoinen suspensio. Reaktioseosta sekoitettiin 
huoneenlämmössä 22 tuntia, jonka aikana reaktion edistymistä seurattiin TLC:lla 
(eluentti: EtOAc:Hex 1:1). Haihdutettiin pyöröhaihduttimella suurin osa DMF:sta pois. 
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Saatu jäännös liuotettiin EtOAc:iin (50 ml), joka pestiin vedellä (4 x 25 ml), kuivattiin 
vedettömällä Na2SO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin pyöröhaihduttimella kuivaksi. 
Saatu punaruskea kiinteä tuote puhdistettiin pylväskromatografisesti Biotage-laitteella 
(SiO2: EtOAc:Hex 25:75  60:40). Saatiin keltaista kiinteää tuotetta 0,440 g (68 %). 
Osa tuotteesta uudelleenkiteytettiin kloroformista aktiivisuuskokeita varten.  
 
1
H-NMR (300 MHz, asetoni-d6) δ 10,79 (s, 1H), 8,22‒8,17 (m, 2H)
a
, 8,08 (s, 1H), 
7,63‒7,59 (m, 2H)a, 6,99‒6,97 (m, 1H), 6,84‒6,82 (m, 1H), 6,18‒6,15 (m, 1H), 4,68 (d, 
J = 6,3 Hz, 2H). 
13
C-NMR (75 MHz, asetoni-d6) δ 161,9, 149,0, 147,9, 129,1, 127,0, 
124,3, 122,5, 110,4, 109,9, 42,8. LC-MS: [M+H]
+
, m/z 246 (tr = 4,0 min), > 99 %. FT-
IR (prisma, cm
-1
) 3316, 1613, 1556, 1504, 1346, 850, 738. Sulamispiste 177‒178 °C.  
Rf = 0,43 (EtOAc:Hex 1:1). 
 
N-(4-nitrobentsyyli)-1H-indoli-2-karboksiamidi (103). Liuotettiin  
4-nitrobentsyyliamiinihydrokloridi (0,500 g, 2,65 mmol, 1 ekv), indoli-2-
karboksyylihappo (0,427 g, 2,65 mmol, 1 ekv), EDC-HCl (0,494 g, 3,18 mmol, 1,2 ekv) 
ja DMAP (0,648 g, 5,30 mmol, 2 ekv) kuivaan DMF:iin (25 ml) argonin alla. Saatua 
keltaista liuosta sekoitettiin huoneenlämmössä 5 tuntia, jonka aikana reaktion 
edistymistä seurattiin TLC:lla (eluentti: DCM - MeOH 5 %). Haihdutettiin 
pyöröhaihduttimella suurin osa DMF:sta pois. Saatu jäännös liuotettiin EtOAc:iin (50 
ml), joka pestiin vedellä (4 x 25 ml), kuivattiin vedettömällä Na2SO4:lla, suodatettiin ja 
haihdutettiin pyöröhaihduttimella kuivaksi. Saatu keltainen kiinteä tuote puhdistettiin 
pylväskromatografisesti Biotage-laitteella (SiO2: EtOAc:Hex 50:50  75:25). Saatiin 
keltaista kiinteää tuotetta 0,650 g (83 %). 
 
1
H-NMR (300 MHz, asetoni-d6) δ 10,90 (s, 1H), 8,51 (s, 1H), 8,23‒8,18 (m, 2H), 
7,69‒7,61 (m, 3H), 7,54‒7,50 (m, 1H), 7,25‒7,19 (m, 2H), 7,10‒7,05 (m, 1H), 4,78 (d, 
J = 6,3 Hz, 2H). 
13
C-NMR (75 MHz, asetoni-d6) δ 162,6, 148,5, 148,0, 137,9, 132,2, 
129,2, 128,7, 124,7, 124,3, 122,6, 121,0, 113,1, 103,5, 43,1. FT-IR (prisma, cm
-1
) 3394, 




1-metyyli-N-(4-nitrobentsyyli)-1H-pyrroli-2-karboksiamidi (107). Liuotettiin  
4-nitrobentsyyliamiinihydrokloridi (0,500 g, 2,65 mmol, 1 ekv), 1-metyyli-2-
pyrrolikarboksyylihappo (0,332 g, 2,65 mmol, 1 ekv), EDC-HCl (0,494 g, 3,18 mmol, 
1,2 ekv) ja DMAP (0,648 g, 5,30 mmol, 2 ekv) kuivaan DMF:iin (25 ml) argonin alla. 
Saatua oranssia liuosta sekoitettiin huoneenlämmössä 21 tuntia, jonka aikana reaktion 
edistymistä seurattiin TLC:lla (eluentti: DCM - MeOH 10 %). Haihdutettiin 
pyöröhaihduttimella suurin osa DMF:sta pois. Saatu jäännös liuotettiin EtOAc:iin (50 
ml), joka pestiin vedellä (4 x 25 ml), kuivattiin vedettömällä Na2SO4:lla, suodatettiin ja 
haihdutettiin pyöröhaihduttimella kuivaksi. Saatu oranssi kiinteä tuote puhdistettiin 
pylväskromatografisesti Biotage-laitteella (SiO2: EtOAc:Hex 1:2  1:1). Saatiin 
hieman kellertävää kiinteää tuotetta 0,550 g (80 %). 
 
1
H-NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8,21‒8,17 (m, 2H)
a
, 7,51‒7,47 (m, 2H)a, 6,76 (t, J = 2,0 
Hz, 1H), 6,60 (dd, J = 3,9, 1,8 Hz, 1H), 6,31 (s, 1H), 6,11 (dd, J = 3,9, 2,7 Hz, 1H), 4,67 
(d, J = 6,3 Hz, 2H), 3,96 (s, 3H). 
13
C-NMR (75 MHz, CDCl3) δ 162,1, 147,3, 146,7, 
128,6, 128,1, 125,1, 123,9, 112,2, 107,6, 42,6, 36,9. FT-IR (prisma, cm
-1
) 3293, 1631, 
1550, 1507, 1344, 1328, 736. Rf = 0,59 (EtOAc:Hex 1:1). HRMS (ESI
+
): laskettu 
260,1035 (C13H14N3O3), löydetty 260,1035. 
 
N-(4-nitrobentsyyli)bentsamidi (112). Liuotettiin 4-nitrobentsyyliamiinihydrokloridi 
(0,500 g, 2,65 mmol, 1 ekv), bentsoehappo (0,324 g, 2,65 mmol, 1 ekv), EDC-HCl 
(0,494 g, 3,18 mmol, 1,2 ekv) ja DMAP (0,648 g, 5,30 mmol, 2 ekv) kuivaan DMF:iin 
(20 ml) argonin alla. Saatua keltaista liuosta sekoitettiin huoneenlämmössä 17 tuntia, 
jonka aikana reaktion edistymistä seurattiin TLC:lla (eluentti: DCM - MeOH 5 %). 
Haihdutettiin pyöröhaihduttimella suurin osa DMF:sta pois. Saatu jäännös liuotettiin 
EtOAc:iin (50 ml), joka pestiin 1 M HCl-liuoksella (25 ml) ja vedellä (3 x 25 ml), 
kuivattiin vedettömällä Na2SO4, suodatettiin ja haihdutettiin pyöröhaihduttimella 
kuivaksi. Saatiin valkoista kiinteää tuotetta (raakasaanto: 0,620 g, 91 %), jota käytettiin 





H-NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8,22‒8,18 (m, 2H), 7,84‒7,80 (m, 2H), 7,57‒7,43 (m, 
5H), 6,61 (s, 1H), 4,76 (d, J = 6,0 Hz, 2H). 
1
H-NMR on yhteneväinen viitteen kanssa 
(Baumgartner ym. 2007).  
 
N-(4-aminobentsyyli)tiofeeni-2-karboksiamidi (101). Liuotettiin 100 (0,20 g, 0,76 
mmol, 1 ekv) etanoliin (10 ml, 96 %) ja lisättiin Pd/C (0,020 g, 10 m-%). Sekoitettiin 
liuosta H2-atmosfäärissä huoneenlämmössä 4 tuntia. Reaktion edistymistä seurattiin 
TLC:lla (eluentti: DCM - MeOH 5 %).  Reaktioliuos suodatettiin Celiten läpi ja 
haihdutettiin etanoli pois pyöröhaihduttimella. Saatu kellertävä kiinteä tuote 
puhdistettiin pylväskromatografisesti Biotage-laitteella (SiO2: EtOAc:Hex 50:50  
75:25). Saatiin oranssia kiinteää tuotetta 0,115 g (65 %).   
 
1
H-NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7,47‒7,45 (m, 2H), 7,17‒7,13 (m, 2H)
a
, 7,06 (dd, J = 
4,5, 3,6 Hz, 1H), 6,69‒6,64 (m, 2H)a, 6,11 (s, 1H), 4,50 (d, J = 5,4 Hz, 2H), 3,70 (s, 
2H). 
13
C-NMR (75 MHz, CDCl3) δ 161,7, 146,2, 139,1, 129,9, 129,5, 128,1, 127,9, 
127,7, 115,4, 43,9. 
 
N-(4-aminobentsyyli)-1H-indoli-2-karboksiamidi (104). Liuotettiin 103 (0,400 g, 
1,35 mmol, 1 ekv) EtOH:n (40 ml, 96 %) ja EtOAc:n (20 ml) seokseen. Lisättiin Pd/C 
(0,040 g, 10 m-%) ja  sekoitettiin liuosta H2-atmosfäärissä huoneenlämmössä 4 tuntia, 
jonka aikana reaktion edistymistä seurattiin TLC:lla (eluentti: DCM - MeOH 5 %). 
Reaktioliuos suodatettiin Celiten läpi ja liuottimet haihdutettiin pois 
pyöröhaihduttimella. Saatiin valkoista kiinteää tuotetta (raakasaanto: 0,340 mg, 95 %), 
jota käytettiin seuraavaan reaktiovaiheeseen puhdistamatta. Osa tuotteesta 




H-NMR (300 MHz, asetoni-d6) δ 10,74 (s, 1H), 7,99 (s, 1H), 7,59 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 
7,54 (dd, J = 8,3, 1,1 Hz, 1H), 7,23‒7,18 (m, 1H), 7,12 - 7,02 (m, 4H), 6,64‒6,60 (m, 
2H), 4,53 (s, 2H), 4,45 (d, J = 6,0 Hz). 
13
C-NMR (75 MHz, asetoni-d6) δ 161,9, 148,5, 





, m/z 266 (tr = 1,7 min), > 99 %. FT-IR (prisma, cm
-1
) 3360, 3258, 
1627, 1535, 1245, 1212, 747. Sulamispiste 212‒214 °C. Rf = 0,28 (EtOAc:Hex 1:1). 
 
N-(4-aminobentsyyli)-1-metyyli-1H-pyrroli-2-karboksiamidi (108). Liuotettiin 107 
(0,450 g, 1,74 mmol, 1 ekv) EtOH:n (30 ml, 96 %) ja EtOAc:n (15 ml) seokseen. 
Lisättiin Pd/C (0,045 g, 10 m-%) ja sekoitettiin liuosta H2-atmosfäärissä 
huoneenlämmössä 4 tuntia, jonka aikana reaktiota seurattiin TLC:lla (eluentti: 
EtOAc:Hex 1:1). Reaktioliuos suodatettiin Celiten läpi ja haihdutettiin liuottimet pois 
pyöröhaihduttimella. Saatiin miltei valkoista kiinteää tuotetta (raakasaanto: 0,280 mg, 
91 %), jota käytettiin seuraavaan reaktiovaiheeseen puhdistamatta. Osa tuotteesta 
uudelleenkiteytettiin kloroformista aktiivisuuskokeita varten, jolloin saatiin 
harmahtavan valkoisia kiteitä. 
 
1
H-NMR (300 MHz, asetoni-d6) δ 7,50 (s, 1H), 7,06‒7,01 (m, 2H)
a
, 6,80 (t, J = 2,3 Hz, 
1H), 6,75 (dd, J = 3,8, 1,7 Hz, 1H), 6,62‒6,58 (m, 2H)a, 5,98 (dd, J = 4,1, 2,6 Hz, 1H), 
4,52 (s, 2H), 4,33 (d, J = 6,0 Hz, 2H), 3,92 (s, 3H). 
13
C-NMR (75 MHz, asetoni-d6) δ 
162,2, 148,2, 129,5, 128,9, 128,2, 127,1, 115,0, 112,4, 107,5, 42,8, 36,7. LC-MS: 
[M+H]
+
, m/z 230 (tr = 0,69 min), > 99 %. FT-IR (prisma, cm
-1
) 3367, 3258, 1612, 1541, 
1506, 1317, 1257, 729. Sulamispiste 151 °C. Rf = 0,26 (EtOAc:Hex 1:1). HRMS (ESI
+
): 
laskettu 230,1293 (C13H16N3O), löydetty 230,1296. 
 
N-(4-aminobentsyyli)bentsamidi (113). Liuotettiin 112 (0,500 g, 1,95 mmol, 1 ekv) 
EtOH:n (20 ml, 96 %) ja EtOAc:n (10 ml) seokseen ja lisättiin Pd/C (0,050 g, 10 m-%). 
Sekoitettiin mustaa liuosta H2-atmosfäärissä huoneenlämmössä 19 tuntia. Reaktion 
edistymistä seurattiin TLC:lla (eluentti: DCM - MeOH 5 %). Reaktioliuos suodatettiin 
Celiten läpi ja haihdutettiin liuottimet pois pyöröhaihduttimella. Saatu vaaleanpunainen 
kiinteä tuote puhdistettiin pylväskromatografisesti Biotage-laitteella (SiO2: EtOAc:Hex 
1:2  75:25). Saatiin vaaleanpunaista kiinteää tuotetta 0,380 g (86 %). 
 
1
H-NMR (300 MHz, asetoni-d6) δ 7,94‒7,91 (m, 3H), 7,53‒7,40 (m, 3H), 7,09‒7,06 (m, 
2H), 6,63‒6,59 (m, 2H), 4,51 (s, 2H), 4,43 (d, J = 5,7 Hz, 2H). 1H-NMR on 





Liuotettiin 101 (0,10 g, 0,43 mmol, 1 ekv) ja NH4SCN (0,065 g, 0,86 mmol, 2 ekv) 
etikkahappoon (1 ml) vesihauteella (10‒15 °C). Lisättiin 5 minuutin sekoittamisen 
jälkeen Br2 (0,10 g, 0,033 ml, 0,65 mmol, 1,5 ekv) etikkahapossa (0,3 ml) tipoittain 
oranssiin reaktioseokseen 15 minuutin kuluessa. Reaktioseosta pidettiin vesihauteella 
bromin lisäyksen ajan lämpenemisen estämiseksi. Reaktioseosta sekoitettiin 
huoneenlämmössä 2 tuntia ja annettiin olla yön yli reaktiokolvissa ilman sekoitusta. 
Reaktion edistymistä seurattiin TLC:lla (eluentti: DCM - MeOH 5 %). Kolvin pohjalle 
muodostui ruskea saostuma. Kolvi huuhdeltiin etikkahapon (2 ml) ja veden (1 ml) 
seoksella kaksi kertaa. Talteen otettuihin huuhteluliuottimiin lisättiin vettä (15 ml) ja 
tehtiin saatu vesifaasi emäksiseksi 25 % NH3-liuoksella (pH   10). Muodostui oranssia 
sakkaa, joka uutettiin DCM:in (2 x 20 ml). Yhdistetyt DCM-faasit kuivattiin 
vedettömällä Na2SO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin pyöröhaihduttimella kuivaksi. 
Saatu keltainen kiinteä tuote puhdistettiin pylväskromatografisesti Biotage-laitteella 
(SiO2: DCM - MeOH 5 %). Saatiin vaaleankellertävää kiinteää tuotetta 0,080 g (65 %). 




H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 8,98 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 7,79 (dd, J = 3,6, 1,2 Hz, 
1H), 7,75 (dd, J = 5,1, 1,2 Hz, 1H), 7,57 (d, J = 1,2 Hz, 1H), 7,39 (s, 2H), 7,28 (d, J = 
8,1 Hz, 1H), 7,18‒7,13 (m, 2H), 4,44 (d, J = 6,3 Hz, 2H). 13C-NMR (75 MHz, DMSO-
d6) δ 166,3, 161,0, 151,8, 139,9, 132,1, 131,0, 130,7, 128,0, 127,8, 125,1, 119,7, 117,4, 
42,4. LC-MS: [M+H]
+
, m/z 290 (tr = 0,92 min), > 99 %. FT-IR (prisma, cm
-1
) 3421, 
3147, 1615, 1528, 1461, 727. Sulamispiste 225‒226 °C. Rf = 0,59 (EtOAc 100 %). 
HRMS (ESI
+
): laskettu 290,0422 (C13H12N3OS), löydetty 290,0421. 
 
N-((2-aminobentso[d]tiatsol-6-yyli)metyyli)bentsamidi (114). Liuotettiin 113 (0,10 g, 
0,44 mmol, 1 ekv) ja NH4SCN (0,067 g, 0,88 mmol, 2 ekv) etikkahappoon (1 ml) 
vesihauteella (10‒15 °C). 5 minuutin sekoittamisen jälkeen lisättiin Br2 (0,10 g, 0,033 
ml, 0,65 mmol, 1,5 ekv) etikkahapossa (0,3 ml) tipoittain reaktioseokseen 10 minuutin 
kuluessa. Syntyi punainen liuos, jota sekoitettiin vesihauteella (10‒15 °C) 1,5 tuntia, 
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jonka aikana muodostui tummaa sakkaa. Annettiin vesihauteen lämmetä 
huoneenlämpöön ja sekoitettiin reaktioseosta 16 tuntia huoneenlämmössä. Reaktion 
edistymistä seurattiin TLC:lla (eluentti: EtOAc 100 %). Lisättiin reaktioseokseen vettä 
(5 ml) ja tehtiin liuos emäksiseksi (pH 9-10) 25 % NH3-liuoksella (6 ml). Muodostui 
valkoista sakkaa, joka uutettiin EtOAc:iin (3 x 15 ml). Yhdistetyt EtOAc-faasit 
kuivattiin vedettömällä Na2SO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin pyöröhaihduttimella. 
Saatu valkoinen kiinteä tuote puhdistettiin pylväskromatografisesti Biotage-laitteella 
(SiO2: EtOAc:Hex 1:1  1:0). Saatiin valkoista (hieman kellertävää) kiinteää tuotetta 
0,079 g (63 %). Uudelleenkiteytys asetonista antoi valkoisia kiteitä 0,040 g (32 %). 
 
1
H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 9,01 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 7,91‒7,88 (m, 2H), 7,58 (d, 
J = 1,2 Hz, 1H), 7,55‒7,40 (m, 5H), 7,28 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,17 (dd, J = 8,1, 1,5 Hz, 
1H), 4,48 (d, J = 6,0 Hz, 2H). 
13
C-NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 166,3, 166,1, 151,8, 
134,4, 132,4, 131,2, 131,0, 128,3, 127,3, 125,1, 119,7, 117,4, 42,6. LC-MS: [M+H]
+
, 
m/z 284 (tr = 1,1 min), > 99 %. FT-IR (prisma, cm
-1
) 3367, 3053, 1624, 1526, 1463, 
1288, 733. Sulamispiste 230 °C. Rf = 0,60 (EtOAc 100 %). HRMS (ESI
+
): laskettu 
284,0858 (C15H14N3OS), löydetty 284,0862. 
 
(9H-fluoren-9-yyli)metyyli-4-aminobentsyylikarbamaatti (119). Liuotettiin  
4-aminobentsyyliamiini (1,00 g, 8,18 mmol, 1 ekv) MeCN:iin (10 ml) argonin alla. 
Kirkas väritön liuos, johon lisättiin DMF (1 ml) ja Et3N (0,828 g, 1,14 ml, 8,18 mmol, 1 
ekv). Lisättiin lopuksi tipoittain (20 minuutin kuluessa) MeCN:iin (20 ml) liuotettu 
Fmoc-Osu (2,76 g, 8,18 mmol, 1 ekv). Lisäyksen aikana muodostui valkoinen 
suspensio, joka sakeni lisäyksen edetessä. Saatua suspensiota sekoitettiin 
huoneenlämmössä 1 tunti, jonka aikana reaktion edistymistä seurattiin TLC:lla (eluentti: 
EtOAc:Hex 1:1). Suurin osa liuottimista haihdutettiin pois pyöröhaihduttimella. Saatu 
jäännös liuotettiin EtOAc:in (80 ml), joka pestiin vedellä (2 x 25 ml), kylläisellä NaCl-
liuoksella (25 ml), kuivattiin vedettömällä Na2SO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin 
pyöröhaihduttimella. Saatu vaaleanpunertava kiinteä tuote puhdistettiin 
pylväskromatografisesti Biotage-laitteella (SiO2: EtOAc:Hex 20:80  75:25). Saatiin 





H-NMR (300 MHz, asetoni-d6) δ 7,85 (d, J = 7,2 Hz, 2H), 7,70 (d, J = 7,2 Hz, 2H), 
7,40 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 7,33‒7,28 (m, 2H), 7,01 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 6,74 (s, 1H), 6,61 
(d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,55 (s, 2H), 4,34 (d, J = 7,2 Hz, 2H), 4,23 (d, J = 6,9 Hz, 1H), 4,18 
(d, J = 5,7 Hz, 2H). 
13
C-NMR (75 MHz, asetoni-d6) δ 157,2, 148,4, 145,2, 142,1, 129,3, 
128,6, 128,5, 127,9, 126,1, 120,8, 115,1, 66,8, 48,1, 45,0. HRMS (ESI
+
): laskettu 
345,1603 (C22H21N2O2), löydetty 345,1610. 
 
(9H-fluoren-9-yyli)metyyli-((2-aminobentso[d]tiatsol-6-yyli)metyyli)karbamaatti 
(120). Liuotettiin 119 (1,50 g, 4,36 mmol, 1 ekv) ja NH4SCN (0,664 g, 8,72 mmol, 2 
ekv) etikkahappoon (15 ml) vesihauteella (10‒15 °C). Syntyi oranssinkeltainen 
suspensio, jota sekoitettiin 20 minuuttia. Lisättiin Br2 (1,05 g, 0,335 ml, 6,54 mmol, 1,5 
ekv) etikkahapossa (3,75 ml) tipoittain reaktioseokseen 20 minuutin kuluessa. Syntyi 
violetti liuos, jota sekoitettiin vesihauteella (10‒15 °C) 1 tunti, jonka aikana muodostui 
mustaa sakkaa. Annettiin vesihauteen lämmetä huoneenlämpöön ja sekoitettiin 
reaktioseosta 17 tuntia huoneenlämmössä. Reaktion edistymistä seurattiin TLC:lla 
(eluentti: EtOAc:Hex 1:1). Lisättiin reaktioseokseen H2O (20 ml) ja tehtiin liuos 
emäksiseksi (pH 9-10) 25 % NH3-liuoksella (60 ml). Muodostui vaaleankeltaista 
sakkaa, joka uutettiin EtOAc:iin (6 x 50 ml). Yhdistetyt EtOAc-faasit kuivattiin 
vedettömällä Na2SO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin pyöröhaihduttimella. Saatu 
kellertävä kiinteä tuote puhdistettiin pylväskromatografisesti Biotage-laitteella (SiO2: 
EtOAc:Hex 1:1  1:0). Saatiin valkoista (hieman kellertävää) kiinteää tuotetta 1,18 g 
(67 %). Osat tuotteesta uudelleenkiteytettiin aktiivisuuskokeita varten asetonista ja 
kloroformista, jolloin saatiin valkoisia kiteitä.  
 
1
H-NMR (300 MHz, asetoni-d6) δ 7,86 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 7,70 (d, J = 7,2 Hz, 2H), 
7,56 (d, J = 0,9 Hz, 1H), 7,43‒7,38 (m, 2H), 7,35‒7,28 (m, 3H), 7,19 (dd, J = 8,1, 1,2 
Hz, 1H), 6,95 (s, 1H), 6,74 (s, 2H), 4,39‒4,35 (m, 4H), 4,24 (t, J = 6,9 Hz, 1H).  
13
C-NMR (75 MHz, asetoni-d6) δ 167,1, 157,3, 153,3, 145,2, 142,1, 134,0, 132,7, 128,5, 
127,9, 126,1, 120,8, 120,6, 119,1, 66,8, 48,1, 45,2. LC-MS: [M+H]
+
, m/z 402 (tr = 5,9 
min), > 99 %. FT-IR (prisma, cm
-1
) 3398, 1692, 1632, 1529, 1467, 739. Sulamispiste 
170‒171 °C. Rf = 0,75 (EtOAc 100 %). HRMS (ESI
+
): laskettu 402,1276 




6-(aminometyyli)bentso[d]tiatsoli-2-amiini (63). Liuotettiin 120 (1,15 g, 2,86 mmol, 1 
ekv) DMF:iin (9,2 ml) argonin alla. Lisättiin piperidiini (2,3 ml), jolloin muodostui 
kirkas keltainen liuos. Sekoitettiin huoneenlämmössä 1,5 tuntia ja reaktion edistymistä 
seurattiin TLC:lla (eluentti: DCM - MeOH 10 %). Haihdutettiin liuottimet pois 
pyöröhaihduttimella ja pitämällä tuotetta vakuumipumpussa. Saatu kellertävän 
valkoinen tuote pestiin heksaanilla (4 x 20 ml). Saatiin kellertävän valkoista tuotetta 




H-NMR (300 MHz, CD3OD) δ 7,61 (d, J = 1,2 Hz, 1H), 7,36 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,26 
(dd, J = 8,4 Hz, 1,8 Hz, 1H), 3,90 (s, 2H). 
 
N-((2-aminobentso[d]tiatsol-6-yyli)metyyli)-1H-pyrroli-2-karboksiamidi (52). 
Menetelmä 1: Liuotettiin 63 (0,100 g, 0,558 mmol, 1 ekv) kuivaan DMF:iin (2 ml) 
argonin alla. Lisättiin 2-(triklooriasetyyli)pyrroli (0,119 g, 0,558 mmol, 1 ekv) ja Et3N 
(0,0847 g, 0,117 ml, 0,837 mmol, 1,5 ekv). Syntynyttä kellertävää liuosta sekoitettiin 
huoneenlämmössä 23 tuntia, jonka aikana reaktion edistymistä seurattiin TLC:lla 
(eluentti: DCM - MeOH 10 %). Suurin osa DMF:sta haihdutettiin pois 
pyöröhaihduttimella ja saatu jäännös liuotettiin EtOAc:in (40 ml), joka pestiin 5 % 
NH3-liuoksella (2 x 20 ml), vedellä (2 x 20 ml) ja kylläisellä NaCl-liuoksella (20 ml), 
kuivattiin vedettömällä Na2SO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin pyöröhaihduttimella. 
Saatu oranssinkeltainen öljy puhdistettiin pylväskromatografisesti Biotage-laitteella 
(SiO2: EtOAc:Hex 1:1  1:0). Saatiin vaaleankeltaista kiinteää tuotetta 0,049 g (32 %). 
Uudelleenkiteytys asetonitriilistä ja metanolista antoi vaalean rusehtavia pieniä kiteitä 
0,021 g (14 %). 
 
Menetelmä 2: Liuotettiin 69 (0,100 g, 0,46 mmol, 1 ekv) ja NH4SCN (0,070 g, 0,92 
mmol, 2 ekv) etikkahappoon (1 ml) vesihauteella (10‒15 °C). Oranssiin liuokseen 
lisättiin 10 minuuttia sekoittamisen jälkeen Br2 (0,081 g, 0,026 ml, 0,51 mmol, 1,5 ekv) 
etikkahapossa (0,3 ml) tipoittain reaktioseokseen 10 minuutin kuluessa. 
Tummanpunaista liuosta sekoitettiin huoneenlämmössä 20 tuntia. Reaktion edistymistä 
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seurattiin TLC:lla (eluentti: DCM - MeOH 10 %). Lisättiin reaktioseokseen H2O (5 ml) 
ja tehtiin liuos emäksiseksi (pH 9‒10) 25 % NH3-liuoksella. Muodostui vaaleankeltaista 
sakkaa, ja vesifaasi uutettiin EtOAc:lla (3 x 15 ml). Yhdistetyt EtOAc-faasit kuivattiin 
vedettömällä Na2SO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin pyöröhaihduttimella. Saatu oranssi 
öljy puhdistettiin pylväskromatografisesti Biotage-laitteella (SiO2: EtOAc:Hex 1:1  
1:0). Saatiin valkoista (hieman kellertävää) kiinteää tuotetta noin 0,015 g (12 %). 
 
1
H-NMR (300 MHz, asetoni-d6) δ 10,68 (s, 1H), 7,79 (s, 1H), 7,60 (d, J = 1,8 Hz, 1H), 
7,33 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 6,97‒6,95 (m, 1H), 6,81‒6,78 (m, 1H), 6,73 (s, 2H), 6,14‒6,11 
(m, 1H), 4,55 (d, J = 6,3 Hz, 2H). 
13
C-NMR (75 MHz, asetoni-d6) δ 167,1, 161,6, 134,2, 
132,7, 127,5, 126,3, 122,0, 120,7, 119,1, 110,0, 109,7, 43,2. LC-MS: [M+H]
+
, m/z 273 
(tr = 0,69 min), ≥ 98 %. FT-IR (prisma, cm
-1
) 3290, 1624, 1531, 1463, 737. 
Sulamispiste 229‒231 °C. Rf = 0,54 (EtOAc 100 %). HRMS (ESI
+
): laskettu 273,0810 
(C13H13N4OS), löydetty 273,0818. 
 
N-((2-aminobentso[d]tiatsol-6-yyli)metyyli)-1H-indoli-2-karboksiamidi (105). 
Menetelmä 1: Liuotettiin 63 (0,150 g, 0,837 mmol, 1 ekv), indoli-2-karboksyylihappo 
(0,135 g, 0,837 mmol, 1 ekv), EDC-HCl (0,157 g, 1,01 mmol, 1,2 ekv) ja DMAP (0,103 
g, 0,837 mmol, 1 ekv) kuivaan DMF:iin (25 ml) argonin alla. Saatua vaaleankeltaista 
suspensiota sekoitettiin huoneenlämmössä 17 tuntia. Reaktion edistymistä seurattiin 
TLC:lla (eluentti: EtOAc 100 %). Suurin osa DMF:sta haihdutettiin pois 
pyöröhaihduttimella ja saatu jäännös liuotettiin EtOAc:iin (50 ml), joka pestiin 5 % 
NH3-liuoksella (2 x 25 ml), vedellä (2 x 25 ml) ja kylläisellä NaCl-liuoksella (25 ml), 
kuivattiin vedettömällä Na2SO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin pyöröhaihduttimella. 
Saatu keltainen öljy puhdistettiin pylväskromatografisesti Biotage-laitteella (SiO2: 
EtOAc:Hex 1:1  1:0). Saatiin valkoista (hieman kellertävää) kiinteää tuotetta 0,130 g 
(48 %). 
 
Menetelmä 2: Liuotettiin 104 (0,10 g, 0,38 mmol, 1 ekv) ja NH4SCN (0,058 g, 0,76 
mmol, 2 ekv) etikkahappoon (1,5 ml) vesihauteella (10‒15 °C). Keltainen liuos, joka 
muuttui 10 minuutin sekoituksen aikana keltaiseksi kiinteäksi seokseksi. Lisättiin Br2 
(0,091 g, 0,029 ml, 0,57 mmol, 1,5 ekv) etikkahapossa (0,3 ml) tipoittain 
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reaktioseokseen 5 minuutin kuluessa. Otettiin reaktioseos pois vesihauteelta ja lisättiin 
etikkahappoa (4 ml) vähitellen, jotta keltainen sakka liukenisi ja reaktio bromin kanssa 
olisi mahdollinen. Lisäyksen jälkeen seos oli tummanpunainen suspensio. Reaktioseosta 
sekoitettiin huoneenlämmössä 2 tuntia ja annettiin olla yön yli reaktiokolvissa ilman 
sekoitusta. Reaktion edistymistä seurattiin TLC:lla (eluentti: DCM - MeOH 5 %). 
Lisättiin reaktioseokseen vettä (2 ml) ja tehtiin liuos emäksiseksi (pH 9-10) 25 % NH3-
liuoksella. Muodostui keltainen liuos (ja keltaista sakkaa), joka uutettiin DCM:iin (2 x 
20 ml). Yhdistetyt DCM-faasit kuivattiin vedettömällä Na2SO4:lla, suodatettiin ja 
haihdutettiin pyöröhaihduttimella. Saatu keltainen kiinteä tuote puhdistettiin 
pylväskromatografisesti Biotage-laitteella (SiO2: EtOAc:Hex 1:1  1:0). Saatiin 
valkoista (hieman kellertävää) kiinteää tuotetta n. 0,010 g (8 %). 
 
1
H-NMR (300 MHz, asetoni-d6) δ 10,78 (s, 1H), 8,24 (s, 1H), 7,65 (d, J = 1,8 Hz, 1H), 
7,62‒7,53 (m, 2H), 7,35 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,26 (dd, J = 8,4, 1,8 Hz, 1H), 7,24‒7,19 
(m, 1H), 7,15 (dd, J = 2,1, 0,6 Hz, 1H), 7,08‒7,03 (m, 1H), 6,74 (s, 2H), 4,63 (d, J = 6,3 
Hz, 2H). 
13
C-NMR (75 MHz, asetoni-d6) δ 167,1, 162,0, 153,3, 137,7, 133,7, 132,8, 
132,7, 128,8, 126,3, 124,5, 122,5, 120,8, 120,8 119,1, 113,1, 103,0, 43,5. LC-MS: 
[M+H]
+
, m/z 266 (tr = 1,7 min), > 99 %. LC-MS: [M+H]
+
, m/z 323 (tr = 2,9 min), > 97 
%. FT-IR (prisma, cm
-1
) 3241, 1626, 1533, 1463, 747. Rf = 0,65 (EtOAc 100 %). 
HRMS (ESI
+
): laskettu 323,0966 (C17H15N4OS), löydetty 323,0970. 
 
N-((2-aminobentso[d]tiatsol-6-yyli)metyyli)furaani-2-karboksiamidi (124). 
Liuotettiin 63 (0,150 g, 0,837 mmol, 1 ekv), furaani-2-karboksyylihappo (0,0938 g, 
0,837 mmol, 1 ekv), EDC-HCl (0,157 g, 1,01 mmol, 1,2 ekv) ja DMAP (0,103 g, 0,837 
mmol, 1 ekv) kuivaan DMF:iin (25 ml) argonin alla. Saatua vaaleankeltaista liuosta 
sekoitettiin huoneenlämmössä 18 tuntia. Reaktion edistymistä seurattiin TLC:lla 
(eluentti: EtOAc 100 %). Suurin osa DMF:sta haihdutettiin pois pyöröhaihduttimella ja 
saatu jäännös liuotettiin EtOAc:iin (50 ml), joka pestiin 0,5 M NaOH-liuoksella (2 x 25 
ml), vedellä (2 x 25 ml) ja kylläisellä NaCl-liuoksella (25 ml), kuivattiin vedettömällä 
Na2SO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin pyöröhaihduttimella. Saatu keltainen öljy 
puhdistettiin pylväskromatografisesti Biotage-laitteella (SiO2: EtOAc:Hex 1:1  1:0). 





H-NMR (300 MHz, asetoni-d6) δ 8,05 (s, 1H), 7,65 (dd, J = 1,8, 0,6 Hz, 1H), 7,63 (d, J 
= 1,2 Hz, 1H), 7,34 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,25 (dd, J = 7,8, 1,8 Hz, 1H), 7,06 (dd, J = 3,3, 
0,9 Hz, 1H), 6,74 (s, 2H), 6,58‒6,56 (m, 1H), 4,57 (d, J = 6,0 Hz, 2H). 13C-NMR (75 
MHz, asetoni-d6) δ 167,1, 158,6, 153,3, 149,6, 145,2, 133,7, 132,7, 126,4, 120,9, 119,1, 
114,1, 112,6, 43,1. LC-MS: [M+H]
+
, m/z 274 (tr = 0,66 min), ≥ 98 %. FT-IR (prisma, 
cm
-1
) 3418, 3137, 1626, 1524, 1461, 1015, 765. Rf = 0,50 (EtOAc 100 %). HRMS 
(ESI
+
): laskettu 274,0650 (C13H12N3O2S), löydetty 274,0659. 
 
8.3  Aktiivisuuskokeet 
 
Aktiivisuuskokeet jänniteherkkiä natriumkanavia kohtaan suoritettiin Leuvenin 
katolisessa yliopistossa Belgiassa prof. Jan Tytgatin tutkimusryhmässä. Kaikki 
mittaukset teki Steve Peigneur. 
 
Jänniteherkkien ionikanavien ilmentyminen kynsisammakon (Xenopus laevis) 
oosyyteissä. Kynsisammakon oosyyteissä ilmentymistä varten Nav-kanavien (rNav1.2, 
rNav1.3, rNav1.4, hNav1.5, mNav1.6, avustavat alayksiköt rβ1, hβ2) geenit kopioitiin 
linearisoituihin plasmideihin käyttämällä T7 tai SP6 mMESSAGE-mMACHINE -
transkriptiosarjaa (Ambion
®
, Carlsbad, California, USA). Vaiheen V‒VI oosyytit 
kerättiin nukutetuilta kynsisammakkonaarailta. Oosyytteihin injektoitiin 50 nl cRNA:ta 
(konsentraatio 1 ng/nl) käyttämällä mikroinjektoria (Drummond Scientific
®
, Broomall, 
Pennsylvania, USA). Oosyyttejä inkuboitiin liuoksessa, jonka koostumus oli (nM): 
NaCl, 96; KCl, 2; CaCl2, 1,8; MgCl2, 2; HEPES, 5 (pH 7,4). 
 
Elektrofysiologiset mittaukset. Jännitemittaukset tehtiin kahdella elektrodilla 
huoneenlämmössä (18‒22 °C) käyttämällä Geneclamp 500 -vahvistinta (Molecular 
Devices
®
, Downingtown, Pennsylvania, USA). Mittauksia kontrolloitiin pClamp-
tiedonhallintajärjestelmällä (Axon Instruments
®
, Union City, California, USA). 
Kokonaisen solun ionivirtaukset mitattiin oosyyteistä 1‒4 päivää injektion jälkeen. 
Kylpyliuoksen koostumus oli (nM): NaCl, 96; KCl, 2; CaCl2, 1,8; MgCl2, 2; HEPES 5 
(pH 7,4). Jännite- ja virtaelektrodit täytettiin 3 M KCl-liuoksella, ja molempien 
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elektrodien resistanssi pidettiin 0,5‒1,5 MΩ välillä. Aikaansaadut virtaukset suodatettiin 
1 kHz:ssä ja samplattiin 20 kHz:ssä käyttämällä neljän sauvan matalakulkuista Bessel-
suodatinta. Vuodon vähennyslasku tehtiin -P/4-protokollan mukaisesti. Mitattaessa 
suuria oosyyttien natriumionivirtauksia hyväksyttiin ainoastaan tulokset, joissa solujen 
virtausten huippuamplitudi oli 2 µA:n alapuolella. Tällä vältettiin potentiaalista 
toksiinin aiheuttaman muutoksen yliarvioimista puutteellisen jännitekontrollin virta-
jännitesyy-yhteyksissä. Toksiinien elektrofysiologisessa analyysissä sovellettiin lukuisia 
protokollia vakaan jännitteen asettamisesta -90 mV:iin ja aloituksesta 0,2 Hz:n välein 
lähtien. Natriumionivirtaus saatiin aikaiseksi 100 ms kestävällä depolarisaatiolla, 
käyttämällä jännitettä, joka aiheutti maksimaalisen natriumionien virtauksen 
kontrolliolosuhteissa (Vmax). Virta-jännitesyy-yhteydet määritettiin vaiheittaisilla 50 
ms:n depolarisaatioilla -90 ja 70 mV:n välillä käyttäen 5 mV:n lisäyksiä. Kaikki 
tulokset on saatu vähintään viidestä itsenäisestä kokeesta (n ≥ 5) ja ne on esitetty 
muodossa keskiarvo±keskivirhe (S.E.M). Kaikki tulokset analysoitiin pClamp Clampfit 
10.0:lla (Molecular Devices
®
, Downingtown, Pennsylvania, USA) ja Origin 7.5 -
ohjelmalla (Originlab
®
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